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RESUMO 

Martinelli-Bordignon CMB. Efeito da funcionalização de superfície nanoestruturada 

de titânio com resveratrol sobre a polarização de macrófagos [dissertação]. Ribeirão 

Preto: Universidade de Ribeirão Preto,2024. 59p. 

 

O uso de substâncias antioxidantes pode ser uma alternativa interessante para o 

estabelecimento da homeostase óssea em condições desafiadoras. O objetivo do 

presente estudo foi avaliar os efeitos da funcionalização de superfícies nanoestruturadas 

de titânio com resveratrol sobre polarização de macrófagos in vitro. Para isso, discos de 

titânio comercialmente puro foram lixados com lixas d´água gramatura 300, 600 e 1200, 

lavados em ultrassom e tratados com solução de H2O2/H2SO4 por 2 horas para obtenção 

de nanotopografia (Ti-Nano). Os discos foram esterilizados e submetidos à 

funcionalização com concentrações distintas de resveratrol (0, 10 e 20 µM), definidas a 

partir de ensaio prévio de citotoxicidade. Previamente ao plaqueamento, macrófagos da 

linhagem RAW 264.7 foram cultivados em três condições distintas: a) M0, de células 

expostas apenas em meio de crescimento – não polarizadas, b) M1, de células expostas 

ao meio de crescimento acrescido de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) – polarizadas 

para o fenótipo pró-inflamatório, ou c) M2, de células cultivadas em meio de 

crescimento acrescido de interleucina 4 (IL-4) - polarizadas para o fenótipo anti-

inflamatório. Após a caracterização fenotípica, as células M0, M1 e M2 foram 

cultivadas sobre discos de Ti-Nano nas diferentes condições. Foi avaliada a expressão 

gênica das enzimas arginase 1 (ARG-1) e óxido nítrico sintase induzível (iNOS), dos 

marcadores de superfície CD-86 e CD-206, e dos marcadores inflamatórios interleucina 

1 beta (IL-1β) e interleucina 6 (IL-6), e do fator de crescimento transformador beta 

(TGF-β). Os dados quantitativos foram avaliados quanto a sua normalidade e 

homoscedasticidade para a determinação do teste estatístico mais adequado (α = 5). 

Previamente ao plaqueamento, foram identificados maiores níveis de expressão de CD-

206 e TGF-β em células M2, enquanto macrófagos M1 exibiram maiores níveis de 

iNOS, IL-1β e IL-6. A expressão de ARG-1 foi maior em M2 e M1, enquanto que a de 

CD-86 foi superior M0 e M1. Em macrófagos M0, a funcionalização de Ti-Nano com 

resveratrol modulou positivamente a expressão de CD-206 quando usado a 10 µM, 

enquanto na concentração de 20 µM houve aumento da expressão de ARG-1 e IL-1β. 

Em macrófagos M1, o resveratrol a 10 µM reduziu significativamente a expressão de 

iNOS, CD-86, IL-1β e IL-6, enquanto que a concentração de 20 µM promoveu maiores 

níveis de CD-86, IL-1β e IL-6. Por outro lado, em macrófagos M2, a exposição ao 

resveratrol a 10 µM promoveu maiores níveis de iNOS e TGF-β, e reduziu níveis de 

ARG-1 e CD-206; quando utilizado a 20 µM, houve redução de iNOS e aumento de 

ARG-1. Nesse sentido, os resultados mostraram que os efeitos da funcionalização de Ti-

Nano com resveratrol variaram em função das diferentes subpopulações de macrófagos 

estudadas, sendo a concentração de 10 µM a que se mostrou mais vantajosa por reduzir 

a expressão de interleucinas pró-inflamatórias e favorecer a expressão de marcadores do 

fenótipo antiinflamatório em macrófagos M0 e M1. Os resultados desse estudo 

contribuem para a compreensão dos efeitos de substâncias antioxidantes nos eventos 

iniciais da interação célula-substrato em implantes de titânio, tanto em condição 

fisiológica quanto patológica. 

 

Palavras-chave: Resveratrol. Titânio. Osteointegração. Endotoxina. Inflamação. 
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ABSTRACT 
Martinelli-Bordignon CMB. Effect of functionalizing a nanostructured titanium 

surface with resveratrol on macrophage polarization [dissertation]. Ribeirão Preto: 

University of Ribeirão Preto, 2024. 59p. 

 

The use of antioxidant substances may be an interesting alternative for maintaining bone 

homeostasis in challenging conditions, such as peri-implantitis. The aim of this study 

was to evaluate the effects of functionalizing nanostructured titanium surfaces with 

resveratrol on macrophage polarization in vitro. For this purpose, commercially pure 

titanium disks were sanded with 600 grit sandpaper, washed in ultrasound and treated 

with H2O2/H2SO4 solution for 2 hours to obtain nanotopography (Ti-Nano). The discs 

were then sterilized and functionalized with different concentrations of resveratrol (0, 

10 and 20 µM), defined on the basis of a previous cytotoxicity test. Prior to plating, 

RAW 264.7 macrophages were cultured in three different conditions: a) M0, cells 

exposed only to growth medium - not polarized, b) M1, cells exposed to growth 

medium plus bacterial lipopolysaccharide (LPS) - polarized for the pro-inflammatory 

phenotype, or c) M2, cells cultured in growth medium plus interleukin 4 (IL-4) - 

polarized for the anti-inflammatory phenotype. After phenotypic characterization, M0, 

M1 and M2 cells were cultured on Ti-Nano discs under different conditions. The gene 

expression of the enzymes arginase 1 (ARG-1) and inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), the surface markers CD-86 and CD-206, and the inflammatory markers 

interleukin 1 beta (IL-1β) and interleukin 6 (IL-6), and transforming growth factor beta 

(TGF-β) were evaluated. The quantitative data was assessed for normality and 

homoscedasticity to determine the most appropriate statistical test (α = 5). Prior to 

plating, higher levels of CD-206 and TGF-β expression were identified in M2 cells, 

while M1 macrophages exhibited higher levels of iNOS, IL-1β and IL-6. ARG-1 

expression was higher in M2 and M1, while CD-86 expression was higher in M0 and 

M1.  In M0 macrophages, the functionalization of Ti-Nano with resveratrol positively 

modulated the expression of CD-206 when used at 10 µM, while at a concentration of 

20 µM there was an increase in the expression of ARG-1 and IL-1β. In M1 

macrophages, resveratrol at 10 µM significantly reduced the expression of iNOS, CD-

86, IL-1β and IL-6, while the 20 µM concentration promoted higher levels of CD-86, 

IL-1β and IL-6. On the other hand, in M2 macrophages, exposure to resveratrol at 10 

µM promoted higher levels of iNos and TGF-β, and reduced levels of ARG-1 and CD-

206; when used at 20 µM, there was a reduction in iNOS and an increase in ARG-1. In 

this sense, the results showed that the effects of functionalizing Ti-Nano with 

resveratrol varied according to the different macrophage subpopulations studied, with 

the concentration of 10 µM proving to be the most advantageous by reducing the 

expression of pro-inflammatory interleukins and favouring the expression of anti-

inflammatory phenotype markers in M0 and M1 macrophages. The results of this study 

contribute to understanding the effects of antioxidant substances on the initial events of 

cell-substrate interaction in titanium implants, both in physiological and pathological 

conditions. 

 

Keywords: Resveratrol. Titanium. Osseointegration. Endotoxin. Inflammation. 
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

 

% – porcentagem 

μL – microlitro  

μm – micrometro 

ALP – fosfatase alcalina 

ARG-1 – arginase 

cm² – centímetro quadrado 

CO2 – gás carbônico 

CD-86 – marcador de superfície 

CD-206 – marcador de superfície 

g – grama 

h – hora 

H2O2 – peróxido de hidrogênio 

H2SO4 – ácido sulfúrico 

HCL – ácido clorídrico 

iNOS – enzima óxido nítrico sintase induzida 

IL-1 β – interleucina 1 beta 

IL-4 – interleucina 4 

IL-6 – interleucina 6 

L – litro 

LPS – lipopolissacarídeo  

M – molar 

mg – miligrama 

mg/kg – miligrama por quilograma  

mg/mL – miligrama por mililitro 

min – minuto 

mL – mililitro 

mm – milimetro 

mM – milimolar 

ng/ml – nanograma por mililitro 

nm – nanometro 

NO – óxido nítrico 

°C – grau Celsius 

PCR – reação em cadeia da polimerase 

pH – potencial hidrogeniônico 

RESV – resveratrol  

RNA – ácido ribonucleico 

ROS – espécies reativas de oxigénio 

s – segundo 

SFB – soro fetal bovino  

T.A. – temperatura ambiente 

TGF- β – fator de crescimento transformador beta 

TNF-α – fator de necrose tumoral  

Ti – titânio 

Ti Nano – titânio com nanotopografia 

Ti Nano+ Resv – titânio funcionalizado com resveratrol 

TiO2 – dióxido de titânio 
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1 INTRODUÇÃO  

O processo de reabilitação oral obteve avanços significativos com o surgimento 

dos implantes dentários, culminando no desenvolvimento de novas estratégias que podem 

proporcionar maior qualidade de vida, estética e conforto aos pacientes. Per-Ingvar 

Brånemark na década de 1950 em seus estudos de microcirculação, descobriu que o tecido 

ósseo se fundia com a camada de óxido de titânio do implante, e os dois não poderiam ser 

separados sem fratura, já que as câmaras feitas de Titânio (Ti) metálico ficavam 

permanentemente incorporadas no osso (BRANEMARK, 1983). A Academia Americana de 

Implantodontia (1986) definiu osseointegração como ―contato estabelecido sem a 

interposição de tecido não ósseo entre osso remodelado normal e um implante, acarretando 

uma transferência sustentada de distribuição de carga do implante para o tecido ósseo‖ 

(MENTAG et al., 1986; PANDEY et al., 2022). 

Contudo a osseointegração de um implante não é o mesmo que sucesso clínico, 

pois a perda secundária de osseointegração pode ser um problema frequente em relação a 

certos biomateriais, bem como aos designs de implantes (ALBREKTSSON, 1993). Quando 

se trata de implantes dentários, o (Ti) e suas ligas têm sido o biomaterial de eleição. O 

processo de osseointegração é um tipo confiável de ancoragem óssea (ALBREKTSSON et 

al., 1981). A taxa e a qualidade da osseointegração em implantes de (Ti) estão relacionadas 

com as suas propriedades de superfície. A composição da superfície, a hidrofilicidade e a 

rugosidade são parâmetros que podem desempenhar um papel na interação implante-tecido 

e a liberação local de fármacos estimuladores ou reabsorventes ósseos na região 

periimplantar pode também responder a situações clínicas difíceis com má qualidade e 

quantidade de osso (LE GUÉHENNEC et al.,2007).  

As características físico-químicas da superfície podem oferecer uma estratégia 

interessante para alcançar essa capacidade em torno de metais e outros biomateriais 

implantáveis. Além disso, a funcionalização bioquímica poderá ser um complemento eficaz 

na funcionalização física (VETRONE et al., 2009; VARIOLA et al., 2011). Diferentes tipos 

de células respondem à nanotopografia, e as interações célula/matriz/substrato associadas à 

sinalização celular ocorrem ao nível da nanoescala. Esta sinalização regula adesão, 

espraiamento, migração, diferenciação e expressão de genes (DUNCAN et al.,1995; DE 

OLIVEIRA et al., 2004). Estas técnicas, divididas em métodos químicos e físicos, foram 

selecionadas de acordo com os seguintes parâmetros, necessários para a fabricação em 

grande escala: (1) capacidade de atingir simultaneamente todas as superfícies em 

dispositivos com geometrias complexas (por exemplo, hastes femorais, parafusos dentários 

e stents cardiovasculares); (2) possibilidade de modificar à nanoescala metais e implantes 
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biocompatíveis disponíveis no mercado; e (3) integração simples na linha de processo 

industrial (VARIOLA et al., 2011). 

As características da superfície modulam os processos de adsorção de água, íons 

e proteínas, adesão celular e integração de tecidos. Por este motivo, a engenharia e a 

modificação da superfície são estratégias-chave para controlar o resultado e desenvolver 

materiais inovadores (THOMAS et al., 2006; REGGIO et al., 2023). (Ti) e suas ligas são 

biomateriais amplamente utilizados no campo de implantodontia, devido à sua baixa 

densidade, baixa condutividade térmica, alta resistência à corrosão, capacidade de 

osseointegração, dureza e principalmente, à sua biocompatibilidade, que é atribuída a 

formação espontânea de uma camada de dióxido de titânio (TiO2) quando (Ti) é exposto ao 

oxigênio. Essa reação impede a formação de tecido fibroso em volta do implante, além de 

criar uma conexão direta com o tecido ósseo (DE JONGE et al., 2008; OLTEAN-DAN et 

al., 2021). Foram descritas três abordagens para a modificação da superfície de implantes de 

Ti: métodos físico-químicos, morfológicos e bioquímicos (PULEO et al., 1999). Durante a 

interação com substratos bi-dimensionais, a célula altera a sua forma e dinamicamente 

desenvolve extensões chamadas lamelipódios (véus membranares ricos em actina) e 

filopódios (saliências semelhantes a dedos) que atuam como elementos de detecção e tração 

para permitir que as células rastejem e percebam pistas topográficas (GIRARD et al., 2007; 

VARIOLA et al., 2011).  

A oxidação controlada de superfícies de titânio e ligas de titânio com uma 

mistura de H2SO4/H2O2 gera uma topografia de superfície nanoporosa que promove alguns 

eventos osteogênicos precoces em culturas de células derivadas de calvária (OLIVEIRA; 

NANCI, 2004). As características físico-químicas da superfície de titânio tratada com uma 

solução de ácido sulfúrico (H₂SO₄) e peróxido de hidrogênio (H₂O₂) são: 1) o tratamento 

químico cria uma rede esponjosa de nanoporos na superfície do titânio. Essa nanotextura é 

altamente reprodutível e afeta positivamente a resposta celular, particularmente em 

processos osteogênicos (formação óssea); 2) o tratamento com H₂SO₄/H₂O₂ aumenta a 

espessura da camada de TiO₂ (óxido de titânio) amorfa já existente na superfície, 

identificado como a principal espécie superficial pela espectroscopia de fotoelétrons por 

raios X (XPS); 3) a superfície apresenta rugosidade controlada, com valores de RMS (root 

mean square) variando de 10 a 200 nm em escalas de 5 × 5 µm², conforme medido por 

microscopia de força atômica (AFM); 4) a superfície nanotexturizada promove maior 

adesão celular inicial e acelera a diferenciação de células osteogênicas, evidenciado pelo 

aumento de proteínas como osteopontina (OPN) e sialoproteína óssea (BSP) na matriz 

extracelular, além de modular a proliferação celular, aumentando a expressão de genes 
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relacionados à adesão e migração celular, como integrinas; 5) a remoção de contaminantes 

superficiais é um benefício adicional do tratamento, sem incorporação significativa de 

enxofre na superfície, mesmo com o uso do H₂SO₄; 6) o mesmo método pode ser adaptado 

para criar diferentes morfologias em outras ligas metálicas relevantes para implantes 

médicos. Essas características fazem desse tratamento uma estratégia eficaz para modificar 

superfícies de titânio, melhorando a biocompatibilidade e funcionalidade em aplicações 

biomédicas, como implantes dentários e ortopédicos (VETRONE et al., 2009). 

A funcionalização de superfícies de biomateriais com moléculas bioativas é 

considerada uma estratégia promissora quando se pretende obter efeitos biológicos 

específicos a nível celular e/ou tecidual (ZUARDI et al., 2023). A funcionalização da 

superfície com biomoléculas é capaz de favorecer a atividade osteogênica (SOUZA et 

al.,2019), levando em consideração a característica da superfície de (Ti), os parâmetros do 

processo de funcionalização e a seleção da biomolécula para a funcionalização 

(SCANNAVINO et al., 2022). 

Após o processo cirurgico, a interação entre o implante e o tecido lesionado pós-

operatório produzirá uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) que 

causam a agregação de macrófagos e inflamação aguda (YANG et al., 2013; YANG et al., 

2021). A inflamação é um conjunto complexo de interações entre fatores solúveis e células 

que podem surgir em qualquer tecido em resposta a lesões traumáticas, infecciosas, pós-

isquêmicas, tóxicas ou autoimunes. O processo normalmente leva à desinfecção e à 

cicatrização. No entanto, se a destruição direcionada e o reparo assistido não forem 

adequadamente faseados, a inflamação pode levar a danos persistentes nos tecidos 

(NATHAN et al., 2002). Os macrófagos são as primeiras células imunitárias que entram em 

contato com a superfície do implante e desempenham um papel essencial na imunidade 

inata e na cicatrização de feridas (KARTIKASARI et al., 2022). A resposta imune inata é, 

de fato, a resposta inflamatória precoce e resolutiva observada nas primeiras duas semanas 

após a implantação de um dispositivo médico ou biomaterial (ANDERSON, 2016). Os 

macrófagos apresentam uma vasta gama de receptores de membrana que reconhecem tanto 

os ligantes derivados do hospedeiro como os ligantes estranhos. A ativação destes 

receptores pode resultar numa resposta pró-inflamatória, levando ao recrutamento e 

ativação de outras células imunitárias, ou numa resposta anti-inflamatória na qual a reação 

imunitária é atenuada e se promove a regeneração dos tecidos e a cicatrização de feridas 

(NIELSEN et al., 2020). 

Macrófagos e osteoclastos compartilham um caminho de desenvolvimento comum e 

têm a capacidade de se originar a partir de monócitos. O estado de polarização dos 
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macrófagos afeta a sua capacidade de se diferenciar em osteoclastos, bem como de produzir 

citocinas e mediadores pró-inflamatórios. (MADEL et al., 2019; KARTIKASARI et al., 

2022). As evidências de estudos diferentes in vitro e in vivo indicaram que o fenótipo M1 

dos macrófagos estava associado à destruição óssea e o fenótipo M2 com a cicatrização e 

reparação óssea (WANG et al., 2019).  

Algumas substâncias são estudadas visando ampliar os efeitos benéficos na 

reparação peri-implantar por meio da modulação da atividade celular, como é o caso do 

resveratrol (trans-3,4,50-trihidroxistilbeno), um polifenol natural estilbenoide. Foi isolado 

pela primeira vez em 1939 a partir de raízes de uma planta medicinal venenosa: o lírio 

heléboro-branco (Veratum grandiflorum O. Loes) (TAKAOKA, 1939) e consiste em uma 

substância ativa derivada de plantas e alimentos com inúmeras propriedades biológicas 

(LIU et al., 2015), incluindo o impacto inibitório na diferenciação osteoclastica e com 

potencial para melhorar a formação óssea (CORRÊA et al., 2021). 

Além disso, o resveratrol inibe a ciclo-oxigenase, enzima chave na formação da 

resposta inflamatória (BAVARESCO et al., 2012). Os efeitos do resveratrol têm sido 

documentado em grande variedade de células, incluindo macrófagos, células 

polimorfonucleares, plaquetas, osteoblastos, neurônios e células supra-renais (PERVAIZ et 

al., 2003). O resveratrol é útil para a modulação farmacológica da produção de ROS pelos 

granulócitos e monócitos ativados na fase inicial da inflamação, em concentrações 

relevantes é capaz de diminuir a resposta inflamatória (BIGLAGLI et al., 2017).   

Alguns fitoestrogênios podem melhorar a formação óssea, aumentar a densidade 

mineral óssea e aumentar a expressão de marcadores ósseos, incluindo a fosfatase alcalina, 

a osteocalcina, a osteopontina e o colagénio de tipo I (CHIANG et al., 2013). Um dos 

primeiros estudos sobre a ação do resveratrol nas células ósseas foi realizado com células 

osteoblásticas MC3T3-E1. Este estudo demonstrou a capacidade do resveratrol para 

estimular diretamente a proliferação e a diferenciação de osteoblastos. (MIZUTANI, 1998). 

O resveratrol aumentou de forma dose dependente, a atividade da fosfatase alcalina e a 

síntese de RNA. Por conseguinte, estimulou a proliferação e a diferenciação dos 

osteoblastos. Além disso, acelerou a atividade da prolil hidroxilase, indicando aumento na 

atividade de síntese de colágeno (MIZUTANI, 1998).  

Resultados in vitro e modelos animais indicam que o resveratrol pode atenuar a 

osteoclastogênese e promover a osteoblastogênese, sugerindo as suas potenciais aplicações 

terapêuticas para o tratamento de doenças ósseas, também em virtude da sua baixa 

toxicidade (MOBASHERI et al., 2013; ALLOISIO et al., 2021). Nesse sentido, seria 

interessante avaliar os efeitos do resveratrol sobre o processo inflamatório.  
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2 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, o efeito da funcionalização com 

resveratrol em superfície nanoestruturada de (Ti) sobre a polarização macrofágica. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.1.1 Estabelecer a concentração de resveratrol a ser utilizada para a funcionalização 

dos discos de titânio, por meio de ensaio de citotoxidade em culturas da linhagem RAW 

264.7.   

 

2.1.2 Determinar o perfil de expressão de marcadores-chave da polarização macrofágica 

e da inflamação em macrófagos não polarizados (M0), macrófagos expostos ao LPS, 

pró-inflamatórios (M1) ou de macrófagos expostos à interleucina 4, antiinflamatórios 

(M2). 

 

2.1.3 Avaliar o potencial da funcionalização com resveratrol (0, 10 e 20 µM) em 

superfícies nanoestruturadas de titânio a partir da análise da expressão de marcadores-

chave da polarização macrofágica e da inflamação em macrófagos M0. 

 

2.1.4 Verificar os efeitos da funcionalização com resveratrol (0, 10 e 20 µM) em 

superfícies nanoestruturadas de titânio sobre a expressão de marcadores-chave da 

polarização macrofágica e da inflamação em macrófagos M1. 

 

2.1.5 Analisar os efeitos da funcionalização com resveratrol (0, 10 e 20 µM) em 

superfícies nanoestruturadas de titânio sobre a expressão de marcadores-chave da 

polarização macrofágica e da inflamação em macrófagos M2. 

 

 

A hipótese nula deste estudo é a de que a funcionalização de superfícies de 

titânio nanoestruturadas com resveratrol não interfere na polarização de macrófagos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Esta investigação foi conduzida usando um modelo in vitro, com o objetivo de 

simular a interação do implante com macrófagos após sua instalação. As células foram 

cultivadas diretamente sobre superfícies nanoestruturadas de titânio funcionalizadas 

com resveratrol. O fator em estudo foi o tratamento com diferentes concentrações de 

resveratrol. A variável de resposta foi a expressão de marcadores inflamatórios em 

macrófagos da linhagem RAW 264.7 (Figura 1). 

O cálculo amostral foi realizado utilizando o software GPower versão 3.1 

(FAUL et al., 2007), sendo observado que para as análises seriam necessários, no 

mínimo, quatro amostras por grupo, para obter 84,04% de nível de poder da análise, 

considerando 0,05 de erro do tipo α e tamanho do efeito de 0,96. 

 

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental 

 

Fonte: autor 

 

3.2 OBTENÇÃO E PADRONIZAÇÃO DOS DISCOS DE TITÂNIO 

Discos de (Ti) de doze mm de diâmetro e dois mm de espessura comercialmente 

puros (cpTi) foram obtidos a partir de cilindros de titânio (Realum Industria e Comercio 

de Metais Puros e Liga, São Paulo, SP, BR), por meio de usinagem. A rugosidade 

superficial dos discos foi padronizada por meio de polimento manual utilizando lixas 

d’água gramatura 300, 600 e 1200 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., 

Jundiaí, SP, BR). Os discos foram lavados uma vez em ultrassom com acetona e duas 
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vezes com água deionizada, e, em seguida, foram tratados com uma solução de 

H2O2/H2SO4 (1:1, Merck, Brasil) por 2 horas para obtenção da nanotopografia. A 

esterilização foi feita por radiação gama no Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares (IPEN, São Paulo, SP), visto que o processo de esterilização com radiação 

gama preserva a superfície dos discos. A Representação gráfica dos procedimentos para 

obtenção dos discos encontra-se na Figura 2. As características da superfície de titânio 

tratada com H₂SO₄ e H₂O₂ incluem uma rede esponjosa de nanoporos altamente 

reprodutível, com rugosidade controlada (valores RMS entre 10 e 200 nm em escalas de 

5 × 5 µm²), e uma camada de óxido de titânio (TiO₂) predominantemente amorfa, com 

espessura aumentada e ausência de fases cristalinas, como rutilo ou anatase. O 

tratamento remove contaminantes sem incorporar elementos indesejados, como enxofre, 

e otimiza a superfície para promover adesão celular, diferenciação osteogênica e 

retenção de proteínas da matriz extracelular, tornando-o ideal para aplicações 

biomédicas em implantes (VETRONE et al., 2009). 

  

Figura 2. Representação da sequência para padronização e limpeza dos discos de titânio polidos (a) 

obtenção dos discos (b) padronização da rugosidade superficial por meio de polimento manual (c) 

limpeza em cuba ultrassônica (d) tratamento com solução de H2O2/H2SO4 por 2 horas para obtenção de 

nanotopografia e) esterilização em radiação gama. 

 

Fonte: autor 

3.3 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DO RESVERATROL  

Células da linhagem RAW 264.7 foram cultivadas em meio D-MEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(FBS) e 1% de penicilina-estreptomicina. As células foram incubadas a 37°C em 
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atmosfera úmida, contendo 5% de CO₂, até atingirem 80% de confluência. O resveratrol 

(R5010 – Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) foi dissolvido em dimetilsulfóxido 

(DMSO) para preparo da solução estoque, na concentra final de 1 mM. A partir desta, 

foram preparadas as seguintes concentrações finais de trabalho em meio D-MEM: 0; 5; 

10; 20 e 25 µM. As células RAW 264.7 foram semeadas em placas de 96 poços a uma 

densidade de 3.500 células/poço. Após 24 horas, o meio foi removido e substituído pelo 

meio D-MEM 10% contendo as diferentes concentrações de resveratrol. As células 

foram novamente incubadas com as diferentes concentrações por mais 24 horas. Ao 

final de 24 horas de exposição, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de 

redução de um corante redox (resazurina). O ensaio é baseado na capacidade das células 

vivas de converter a resazurina em um produto final colorimétrico (resorufina), onde 

aquelas não viáveis perdem a capacidade metabólica e, portanto, não geram um sinal 

observável e para isso, utilizou-se o reagente alamarBlue™ Cell Viability (Invitrogen) 

seguindo as recomendações do fabricante. Brevemente, 10 µL do reagente foram 

diluídos em 90 µL de meio de cultura suplementado e os 100 µL foram despejados em 

cada poço, seguido por incubação de 3 horas a 37°C. Após decorrido período, o 

sobrenadante formado foi medido por análise colorimétrica em espectrofotômetro (570-

600nm, Epoch 2, BioTekInstruments Inc., Winooski, VT, USA). 

3.4 FUNCIONALIZAÇÃO COM RESVERATROL  

O procedimento de funcionalização dos discos de (Ti) com resveratrol foi 

realizado a partir do recobrimento da superfície do disco com três concentrações 

distintas (0 µM, 10µM, 20 µM) diluídas em uma solução TRIS/HCl com pH = 7,4, 

produzida a partir de 39 mL/L de HCl e 6,188 g/L de Tris(hidroximetil)aminometano 

(TRIS — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para água ultrapura MilliQ, nesta 

ordem, conforme protocolo descrito por Reggio et al (2023). A superfície dos discos 

foram expostas a 200µL de cada solução e armazenados em incubadora a 37ºC por 2 

horas. Após esse recobrimento, os discos foram secos em fluxo laminar previamente ao 

cultivo celular. A estrutura química da forma trans-Resveratrol foi usada neste estudo, 

sua representação gráfica encontra-se na figura 3. 
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Figura 3: Estrutura química das formas trans-Resveratrol e cis-Resveratrol. 

 

Fonte: Gambini et al. (2015). 

 

3.5 OBTENÇÃO DA CULTURA CELULAR 

 

Para esse estudo, foram utilizados macrófagos da linhagem celular imortalizada 

RAW 264.7 (5ª passagem - American Type Cell Collection, ATCC). As células foram 

descongeladas e transferidas para três garrafas estéreis de cultivo celular com 75 cm
2
 

(TPP, Biosystem, Brasil) contendo meio de crescimento, composto por DMEM (Sigma-

Aldrich, SP, Brasil) já aquecido a 37ºC, suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino 

(SFB), 100U/ml penicilina e 100μg/ml de estreptomicina. Em seguida as céluas foram 

levadas à incubadora a uma temperatura de 37°C em atmosfera umidificada, contendo 

5% de CO2 e 95% de ar atmosférico até atingirem subconfluência. Posteriormente o 

meio de cultura foi removido e cada garrafa recebeu um novo meio de cultura: a) M0, 

em que as células foram mantidas com meio de crescimento; b) M1, em que as células 

receberam meio de crescimento acrescido de LPS (200 ng/mL; E. coli; Sigma-Aldrich); 

e c) M2, no qual as células receberam meio de crescimento acrescido de IL-4 (40 ng/ 

mL; Sigma-Aldrich). Após o período de polarização, as células foram removidas com 

auxílio de um raspador (cell scrapper, Corning), contadas e plaqueadas sobre os 

diferentes discos de titânio, contidos em placas de 24 poços, na densidade de 30.000 

células/poço. As culturas foram mantidas em incubadora a 37ºC em CO2 a 5%. Parte 

das células M0, M1 e M2 obtidas das garrafas foi utilizada para a caracterização 

fenotípica das diferentes populações celulares baseada na expressão gênica.  
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3.6 EXPRESSÃO GÊNICA  

 

Após 48 horas de cultura celular, o meio de cultura foi removido dos poços, e o 

reagente Trizol LS (Invitrogen) foi adicionado à temperatura ambiente por 5 minutos, 

com homogeinização por pipetagem. A extração do RNA total foi realizada através do 

kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com 

especificações do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes 

comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320 nm) em espectrofotômetro (GE Healthcare, 

Milwaukee, WI, EUA).A fita de cDNA foi confeccionada a partir de 1 µg de RNA total. 

Este procedimento foi feito no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, 

Hamburg, Alemanha) por meio de reação com a enzima transcriptase reversa, 

utilizando-se o kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega), seguindo as instruções 

do fabricante. Para a reação de PCR em tempo real, foram utilizados o reagente 

SYBR™ Green PCR Master Mix (ThermoFisher) e o aparelho StepOne Plus 

(ThermoFisher). As reações foram realizadas em quadruplicata com volume final de 10 

uL, contendo 12,5 ng de cDNA. As reações de amplificação consistiram em 2 min a 

95ºC e quarenta ciclos de 15 s a 95ºC e 1 min a 60 ºC. Os resultados foram analisados 

com base no valor de Ct (cicle threshold, ou ciclo limiar), sendo este o ponto 

correspondente ao número de ciclos em que a amplificação das amostras atinge um 

limiar (determinado entre o nível de fluorescência dos controles negativos e a fase de 

amplificação exponencial das amostras), que permite a análise quantitativa da expressão 

do fator avaliado. Como controle endógeno, foi avaliada a expressão do gene 

constitutivo β-actina. Uma amostra negativa (água) foi submetida à reação com cada par 

de primers avaliados. O método comparativo de 2
-ddCt

 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) 

foi utilizado para comparar a expressão gênica das culturas dos diferentes grupos 

experimentais. As sequências dos primers selecionados para este estudo estão dispostos 

na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Sequência de primers utilizados nos ensaios de PCR em tempo real 

Gene Foward Reverse 

CD86 TGTTTCCGTGGAGACGCAAG TTGAGCCTTTGTAAATGGGCA 

CD206 CTCTGTTCAGCTATTGGACGC CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC 
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ARG-1 CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG AGGAGCTGTCATTAGGGACATC 

iNOS GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA GTGGACGGGTCGATGTCAC 

IL-1β GCT ACC TGT GTC TTT CCC GT CAT CTC GGA GCC TGT AGT GC 

IL-6 CAA TGG CAA TTC TGA TTG TAT G AGG ACT CTG GCT TTG TCT TTC 

TGF-β ACGTCAGACATTCGGGAAGC GGTAACGCCAGGAATTGTTGC 

ACT CTCTGGCTCCTAGCACCATGAAGA GTAAAACGCAGCTCAGTAACAGT 

 

Fonte: autor 

 
Tabela 2: Função dos genes utilizados nos ensaios de PCR em tempo real. 

 

                                                                                                                        Fonte: autor 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados quantitativos foram avaliados quanto a sua normalidade e 

homoscedasticidade para a determinação do teste estatístico mais adequado (α = 5). 

Constatada a não-normalidade dos dados amostrais, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, 

seguido pelo pós-teste Student-Newman-Keuls quando apropriado. Todas as análises 

foram feitas com o software SigmaPlot (Systat Software Inc., San Jose, California, 

USA) e o nível de significância foi estabelecido em 5% (p ≤ 0,05). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1  PADRONIZAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES  

Os resultados mostraram que a viabilidade celular variou em função da 

concentração de resveratrol. As concentrações mais baixas (5 e 10 µM) não 

promoveram efeitos significantes da viabilidade celular comparado ao controle. Em 

contraste, as concentrações de 15 e 20 µM reduziram a viabilidade celular, enquanto a 

concentração de 25 µM levou a uma redução mais pronunciada.  

 

Figura 4. Valores médios±desvios padrões da viabilidade celular de macrófagos cultivados por 24  horas 

com diferentes concentrações de resveratrol no meio de cultura. Valores expressos em absorbância (570-

600nm). Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

Fonte: autor 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DE MACRÓFAGOS PREVIAMENTE AO 

PLAQUEAMENTO 

 

 Previamente ao plaqueamento, observou-se que as culturas M1 e M2 exibiram 

níveis de expressão de ARG-1 superiores aos observados para M0 (Kruskal-Wallis; 

p<0,05, Figura 5). Não foi observada diferença estatística entre os valores dos grupos 

M1 e M2 para este parâmetro (p>0,05). 
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Figura 5. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa de arginase (ARG-1) em 

macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos adicionalmente ao LPS (M1) ou à 

interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão de M0 e normalizados pelo gene 

constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

Fonte: autor 

 

 Culturas M1 exibiram os maiores níveis de expressão de iNOS superiores aos 

dos demais grupos, (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 6) seguido por M0 (p<0,05). O 

grupo M2 exibiu os menores valores para este parâmetro (p<0,05). 

Figura 6. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da enzima oxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) em macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos 

adicionalmente ao LPS (M1) ou à interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão 

de M0 e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

                         
                                                                                                                                                      Fonte: autor 



29 

 

 

 A expressão de CD-86 foi maior em culturas M0 (Kruskal-Wallis, p<0,05; 

Figura 7), seguido por M1 (p<0,05) e por M2, com os menores níveis de expressão 

(p<0,05). 

 

Figura 7. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-86 

em macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos adicionalmente ao LPS (M1) 

ou à interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão de M0 e normalizados pelo 

gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

Fonte: autor 

 

 O marcador CD-206 foi mais expresso em culturas M2 (Kruskal-Wallis, p<0,05; 

Figura 8) em relação aos demais grupos, seguido por M0 (p<0,05) e por M1, com os 

menores níveis de expressão (p<0,05). 

 

Figura 8. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

206 em macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos adicionalmente ao LPS 

(M1) ou à interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão de M0 e normalizados 

pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 
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Fonte: autor 

 A expressão de IL-1β foi mais alta em culturas M1 em relação aos demais 

grupos (Kruskal-Wallis, P<0,05; Figura 9), seguida por M0 (p<0,05) e por M2, com os 

menores níveis (p<0,05). 

 

Figura 9. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da interleucina 1 beta 

(IL-1β) em macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos adicionalmente ao LPS 

(M1) ou à interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão de M0 e normalizados 

pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

Fonte: autor 

 

 Culturas M2 exibiram os maiores níveis de TGF-β (Kruskal-Wallis, p<0,05; 

Figura 10), seguido por M1 (p<0,05) e por M0, com os menores valores (p<0,05). 
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Figura 10. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do fator de crescimento 

transformador beta (TGF-β) em macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos 

adicionalmente ao LPS (M1) ou à interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão 

de M0 e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

 

Fonte: autor 

 

 A IL-6 foi mais expressa em culturas M1 em relação aos demais grupos 

(Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 11), seguido por M0 e M2, com valores semelhantes 

entre si (p>0,05). 

Figura 11. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da interleucina 6 (IL-6) em 

macrófagos cultivados apenas ao meio de crescimento (M0), expostos adicionalmente ao LPS (M1) ou à 

interleucina – 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressão de M0 e normalizados pelo gene 

constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

Fonte: autor 
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4.3 EFEITO DA FUNCIONALIZAÇÃO DE SUPERFÍCIES 

NANOESTRUTURADAS DE TITÂNIO COM RESVERATROL SOBRE A 

POLARIZAÇÃO DE MACRÓFAGOS 

 

4.3.1 MACRÓFAGOS NÃO POLARIZADOS (M0) 

 

Após 48 horas de cultivo sobre as diferentes superfícies de titânio com 

nanotopografia, foi observado que macrófagos M0 cultivados sobre TiNano+REV20µM 

exibiram maiores níveis de expressão de ARG-1 quando comparados aos dos demais 

grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 12). Não foram observadas 

diferenças estatisticamente relevantes para os valores obtidos em TiNano e 

TiNano+Resv10 µM (p>0,05). 

 

Figura 12. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa de arginase (ARG-1) em 

macrófagos não polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (M0) por 48 horas sobre 

superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas 

concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela 

expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam 

diferença estatística significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 Não foram observadas diferenças relevantes entre os grupos experimentais para 

os níveis de expressão gênica de iNOS (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 13). 

 

Figura 13. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da enzima oxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) em macrófagos não polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (M0) por 48 

horas sobre superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com 
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resveratrol nas concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores 

calibrados pela expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas 

indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 Os níveis de expressão de CD-86 não variaram em função dos grupos avaliados 

(Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 14). 

Figura 14. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

86 em macrófagos não polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (M0) por 48 horas sobre 

superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas 

concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela 

expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam 

diferença estatística significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 A expressão de CD-206 em células M0 cultivadas sobre TiNano+Resv10uM foi 
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superior em relação a dos demais grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 

15), não sendo observadas diferenças significantes nas demais comparações (p>0,05). 

 

Figura 15. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

206 em macrófagos não polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (M0) por 48 horas sobre 

superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas 

concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela 

expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam 

diferença estatística significante (p<0,05). 

 

Fonte: autor 

 A expressão de IL-1β foi superior em culturas M0 cultivadas sobre Ti-Nano20 

µM quando comparado a dos demais grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p<0,05; 

Figura 16). Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes entre os 

valores dos demais grupos (p>0,05). 

 

Figura 16. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da interleucina 1 beta (IL-1β) 

em macrófagos não polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (M0) por 48 horas sobre 

superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas 

concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela 

expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam 

diferença estatística significante (p<0,05). 
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Fonte: autor 

 

 Após 48h, observou-se redução da expressão do TGF-β nos grupos 

TiNano+10µM e TiNano+Resv20µM em relação ao controle, TiNano (Kruskal-Wallis, 

p<0,05; Figura 17). Não foram observadas diferenças entre os valores de 

TiNano+Resv10 µM e TiNano+Resv20 µM (p>0,05). 

 

Figura 17. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do fator de crescimento 

transformador beta (TGF-β) em macrófagos não polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento 

(M0) por 48 horas sobre superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, 

controle) com resveratrol nas concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM 

(TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de TiNano e normalizados pelo gene 

constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 
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Em macrófagos M0, não foi detectada a expressão gênica de interleucina 6 em 

nenhum dos grupos avaliados. 

 

4.3.2 MACRÓFAGOS M1 

 

 Em macrófagos M1, foram observados maiores níveis de expressão de ARG-1 

nos grupos TiNano+Resv10 µM quando comparado aos demais grupos experimentais 

(Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 18). Não houve diferença estatisticamente significante 

para as demais comparações (p>0,05). 

 

Figura 18. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa de arginase (ARG-1) em 

macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 A expressão de iNOS foi reduzida nos grupos TiNano+10µM e 

TiNano+Resv20µM em relação ao controle, TiNano (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 

19). Não foram observadas diferenças estatisticamente relevantes para as demais 

comparações (p>0,05). 

 

Figura 19. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da enzima oxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) em macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre 

superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas 

concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela 

expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam 

diferença estatística significante (p<0,05). 
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Fonte: autor 

 A expressão de CD-86 variou em macrófagos M1 cultivados nas diferentes 

superfícies, sendo superior para TiNano+Resv20uM (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 

20), seguido por TiNano (p<0,05) e por TiNano+Resv10uM, com os menores valores 

(p<0,05). 

 

Figura 20. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

86 em macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 O grupo TiNano exibiu os maiores níveis de CD-206 (Kruskal-Wallis, p>0,05; 
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Figura 21), seguido por TiNano+Resv10µM (p<0,05) e TiNano+Resv20µM, com os 

menores valores (p<0,05). 

 

Figura 21. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

206 em macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 O grupo TiNano+Resv20µM exibiu os maiores níveis de IL-1β em culturas de 

macrófagos M1 (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 22), seguido por TiNano (p<0,05) e 

TiNano+Resv10µM, com os menores valores (p<0,05). 

 

Figura 22. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da interleucina 1 beta (IL-1β) 

em macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 
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Fonte: autor 

 A expressão de TGF-β foi superior em TiNano em relação aos demais grupos 

(Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 23), seguido por TiNano+Resv10µM (p<0,05) e por 

TiNano+Resv20µM, que exibiu os menores níveis desse gene (p<0,05). 

 

Figura 23. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do fator de crescimento 

transformador beta (TGF-β) em macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 

horas sobre superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com 

resveratrol nas concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores 

calibrados pela expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas 

indicam diferença estatística significante (p<0,05). 
 

 

Fonte: autor 

 Em macrófagos M1, a expressão de IL-6 foi observada em todos os grupos 

experimentais, sendo superior em TiNano+Resv20µM (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 

24), seguido por TiNano (p<0,05) e por TiNano+Resv10µM, com os menores valores 
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(p<0,05). 

 

Figura 24. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da interleucina 6 em 

macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

4.3.3 MACRÓFAGOS M2 

 

 Em macrófagos M2, foram observados níveis superiores de ARG-1 para o grupo 

TiNano+Resv20µM (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 25), seguido por TiNano (p<0,05) 

e por TiNano+Resv10µM, com os menores valores (p<0,05). 

 

Figura 25. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa de arginase (ARG-1) em 

macrófagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 
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Fonte: autor 

 Houve maior expressão de iNOS após cultivo sobre superfícies 

TiNano+Resv10µM (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 26), seguido por TiNano (p<0,05) 

e por TiNano+Resv20µM, com os menores valores (p<0,05). 

 

Figura 26. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da enzima oxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) em macrófagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre 

superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas 

concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela 

expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam 

diferença estatística significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 Em macrófagos M2, os níveis de expressão de CD-86 não variaram em função 

dos grupos avaliados (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 27). 
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Figura 27. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

86 em macrófagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 A expressão de CD-206 foi inferior para TiNano+Resv10µM em relação aos 

demais grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 28), não havendo 

diferenças significantes para as demais comparações (p>0,05). 

 

Figura 28. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do marcador de superfície CD-

206 em macrófagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 
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Fonte: autor 

 

 Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes para os níveis de 

IL-1β obtidos nos diferentes grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 29). 

 

Figura 29. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa da interleucina 1 beta (IL-1β) 

em macrófagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre superfícies 

nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrações 

de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores calibrados pela expressão de 

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferença estatística 

significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 Em macrófagos M2, os níveis de TGF-β foram superiores em iNano+Resv10µM 
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(Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 30), seguido por TiNano e TiNano+Resv20µM, com os 

valores semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Figura 30. Valores médios±desvios padrões da expressão gênica relativa do fator de crescimento 

transformador beta (TGF-β) em macrófagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 

horas sobre superfícies nanoestruturadas de titânio, funcionalizadas ou não (TiNano, controle) com 

resveratrol nas concentrações de 10 µM (TiNano+Resv10µM) ou 20 µM (TiNano+Resv20µM). Valores 

calibrados pela expressão de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas 

indicam diferença estatística significante (p<0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

Em macrófagos M2, não foi detectada a expressão gênica de interleucina 6 em 

nenhum dos grupos avaliados. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Com base nos resultados obtidos, a hipótese nula (H0) deste trabalho foi 

rejeitada. A funcionalização com resveratrol modificou a resposta das diferentes 

populações de macrófagos à superfície de titânio com nanotopografia. Observamos que 

a resposta macrofágica à funcionalização variou conforme a concentração de resveratrol 

utilizada. Em culturas M0 e M1, a funcionalização com resveratrol a 10µM promoveu o 

aumento de ARG-1 e reduziu a expressão de CD-86 e de interleucinas pró-

inflamatórias. Em contrapartida, a concentração de 20µM resultou em aumento de CD-

86, IL-1β, IL-6 e diminuição de CD-206 e TGF-β, indicando uma tendência pró-

inflamatória. 

A utilização de polifenóis naturais para a funcionalização ou revestimento de 

superfícies bioativas já foi investigada por outros grupos de pesquisa em titânio tratado 

quimicamente, vidros bioativos e hidroxiapatita (REGGIO et al., 2023). A modulação 

da resposta inflamatória mediada por biomateriais é uma estratégia para melhorar a 

regeneração dos tecidos, destacando a interação entre biomateriais e células imunitárias 

(PITCHAI et al., 2023). Neste estudo, analisamos o perfil de polarização de macrófagos 

comparando substratos de titânio com nanotopografia funcionalizado com diferentes 

concentrações de resveratrol pela expressão de marcadores inflamatórios, suas funções 

estão descritas na tabela 2. A classificação M1/M2 é uma simplificação, os macrófagos 

podem exibir fenótipos sobrepostos dependendo da localização do tecido e do tipo de 

sinalização (Strizova et al., 2023). 

Neste estudo, a nanotopografia de titânio foi obtida através de um tratamento de 

desoxidação e reoxidação controladas com solução de H2O2/H2SO4. Este procedimento 

simples gera uma superfície com rugosidade três vezes maior em comparação com a 

superfície não tratada (VARIOLA et al., 2008; BIGHETTI-TREVISAN et al., 2023). A 

topografia da superfície do implante influencia o fenótipo dos macrófagos, afetando 

suas funções pró-inflamatórias (semelhantes a M1) ou regenerativas (semelhantes a M2) 

(SHIRAZI et al., 2024). Estudos anteriores identificaram a nanotopografia como  

regulador importante de processos celulares e fisiológicos (CHRISTO et al., 2016). 

Pitchai et al. (2022), em revisão sistemática, apoiam a hipótese de que modificações 

topográficas e físico-químicas específicas da superfície do titânio podem modular a 

resposta fenotípica de macrófagos aderentes. Além disso, foi demonstrado que a 
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nanotopografia das superfícies de titânio pode estimular os mastócitos in vitro, 

sugerindo que esse tipo de superfície pode modular a resposta imune-inflamatória na 

interface tecido-implante (MARCATTI et al., 2017).  

Considerando que os fenótipos dos macrófagos mudam com o ambiente 

circundante (YANG et al., 2021; XU et al., 2019), é de grande relevância modificar as 

superfícies dos implantes para aprimorar as interações iniciais célula-substrato. Assim, 

para o presente estudo, foi selecionado um modelo in vitro que mimetiza o contato 

direto do implante com macrófagos, utilizando uma superfície de titânio com 

nanotopografia funcionalizada capaz de modular a polarização macrofágica. Isso visa 

um melhor aproveitamento do processo de funcionalização e maior disponibilização da 

molécula selecionada. 

Os macrófagos são as primeiras células a interagir com agentes patogênicos e 

dispositivos implantados. Estudos clássicos demonstraram que os macrófagos são 

rapidamente recrutados para locais infecciosos e de lesão, desempenhando papéis 

críticos na imunidade inata (MIRON et al., 2016). Neste estudo, utilizamos macrófagos 

da linhagem RAW 264.7, um bom modelo para avaliar o efeito de moléculas 

antioxidantes como o resveratrol (YANG et al., 2014).  

Macrófagos polarizados diferem em expressão de receptores, produção de 

citocinas, função efetora e repertórios de quimiocinas (MANTOVANI et al., 2004). O 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), presente na membrana externa das bactérias, ativa 

macrófagos para um fenótipo pró-inflamatório, desencadeando vias de sinalização que 

controlam a produção de citocinas, incluindo TNF-α e IL-6 (CAPIRALLA et al., 2012). 

Já a interleucina 4 é utilizada para polarizar macrófagos em um estado anti-inflamatório 

M2 (GADANI et al., 2012; HU et al., 2015) 

A polarização dos macrófagos altera a expressão de marcadores de superfície 

celular. Macrófagos M1 superexpressam CD80, CD86 e CD16/32, segregando citocinas 

pró-inflamatórias. Em contrapartida, macrófagos M2 apresentam maior expressão de 

ARG-1, CD206, IL-10 e quimiocinas CCL17 e CCL22, desempenhando papéis 

importantes na reparação de tecidos, angiogênese e metabolismo (Van Dyken e 

Locksley, 2013; YUNNA et al., 2020). No presente estudo, o LPS e a IL-4 foram 

utilizados para promover a polarização dos macrófagos nos fenótipos M1 e M2, 

respectivamente. A partir dos dados de expressão gênica, verificamos que a estratégia 

foi eficaz, tendo em vista que houve maior expressão dos marcadores pró-inflamatorios 

iNOS, IL-1β e IL-6 em populações de macrófagos M1, enquanto macrófagos M2 
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exibiram maiores níveis de CD-206 e TGF-β, marcadores do fenótipo anti-inflamatório.  

O resveratrol é anti-inflamatório e anti-envelhecimento, amplamente investigado 

para a regulação do gasto energético e no tratamento de doenças endócrinas (BAUR et 

al., 2006; CHEN et al., 2021). Estudos in vitro e in vivo relatam sua atividade 

anticancerígena, inibição da agregação plaquetária, ação antioxidante e anti-inflamatória 

(PACE-ASCIAK et al.,1995; JANG et al., 1997; BAVARESCO et al., 2012). Para 

definir a concentração de resveratrol para o procedimento de funcionalização, foi 

realizado um ensaio de citotoxicidade. O protocolo de resazurina se mostrou eficaz na 

determinação da viabilidade celular e na identificação da concentração potencialmente 

citotóxica de resveratrol. Estes resultados indicam que concentrações de até 10 µM pode 

ser considerada para estudos futuros, balanceando a eficácia do resveratrol com a 

minimização da toxicidade celular. Nesta investigação, além da concentração de 10 µM, 

usamos 20 µM e adicionamos o tratamento de superfície com H2O2/H2SO4, simulando 

uma condição in vitro de interação com a superfície do titânio frente à polarização em 

diferentes subpopulações de macrófagos.  

Neste estudo, a ação do resveratrol variou nas diferentes populações de 

macrófagos e em função da concentração utilizada para a funcionalização das 

superfícies de titânio nanoestrututradas. Em macrófagos M0, a funcionalização de Ti-

Nano com resveratrol modulou positivamente a expressão de CD-206 quando usado a 

10 µM, enquanto na concentração de 20 µM houve aumento da expressão de ARG-1 e 

IL-1β. Em macrófagos M1, o resveratrol a 10 µM reduziu significativamente a 

expressão de iNOS, CD-86, IL-1β e Il-6, enquanto que a concentração de 20 µM 

promoveu maiores níveis de CD-86, IL-1β e IL-6. Assim, no presente estudo, o efeito 

anti-inflamatório do resveratrol em culturas M0 e M1 foi observado na concentração de 

10 µM.  

Os resultados deste trabalho endossam os achados anti-inflamatórios dos demais 

pesquisadores, visto que o resveratrol usado na concentração de 10 µM reduziu a 

expressão de interleucinas pró-inflamatórias, corroborando com os achados de Yang et 

al. (2014) em que o resveratrol inibiu a liberação de IL-6, TNF-α e NO induzida por 

LPS, antagonizando os efeitos inflamatórios. Outros estudos mostraram que a ação anti-

inflamatória do resveratrol previniu a ativação induzida por LPS de macrófagos RAW 

264.7 murinos e células BV-2 microgliais, além de prevenir o efeito pró-inflamatório 

em macrófagos, inibindo a ativação de STAT 1 e STAT3 e NFκB (REGE et al., 2014; 

CAPIRALLA et al., 2012). 
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No estudo de YI et al. (2011), macrófagos RAW 264.7 foram tratados com LPS 

e estimulados com resveratrol na concentração 10 µM, foi observado a ativação da 

proteína quinase ativada por AMP (AMPK) e inibição do fator de necrose tumoral TNF-

 α  nas células tratadas com LPS. LI et al. (2020)  investigou o efeito do resveratrol na 

polarização em células RAW 264.7, constatou que o pré-tratamento na concentração de 

10 µM diminuiu os níveis do marcador M1 ou citocinas pró-inflamatórias. O estudo de 

GUO et al. (2023) induziu a polarização de macrófagos RAW264.7 para o tipo M1 para 

gerar resposta inflamatória pela combinação de lipopolissacarídeo (LPS) (200 ng/mL) + 

interferon- γ (IFN- γ ) (2,5 ng/mL). LPS e IFN- γ aumentaram os níveis de fatores 

inflamatórios de IL-1 β , TNF- α e IL-6 em RAW 264.7, e a proporção de macrófagos 

do tipo M1 também foi aumentada, mas a expressão de fatores inflamatórios diminuiu 

após a administração de resveratrol, o que confirmou o efeito anti-inflamatório do 

polifenol. O melhor efeito foi visto no grupo de alta dose (10 μmol /L). Contudo, no 

presente estudo, verificou-se efeito pró-inflamatório do resveratrol quando utilizado em 

alta concentração (20 µM), sugerindo um limiar de segurança quanto à exposição ao 

polifenol. 

Em macrófagos M2, a expressão dos marcadores variou em função das 

concentrações de resveratrol utilizadas para a funcionalização das superfícies de Ti-

Nano, sendo que a 10 µM promoveu maiores níveis de iNOS e TGF-β, e reduziu níveis 

de ARG-1 e CD-206. Quando utilizado a 20 µM, houve redução de iNOS e aumento de 

ARG-1. Esses resultados sugerem que, para essa população celular, maiores 

concentrações podem ser necessárias para a modulação de genes anti-inflamatórios. 

Os macrófagos podem ser ativados para induzir IL-6, TNF-α, IFN-γ, proteínas 

do complemento e prostaglandinas no sistema imunitário. As citocinas expressas por 

macrófagos estão associadas à estimulação ou inibição da osteoclastogênese 

(SRIVASTAVA et al., 2018). Neste sentido, a manutenção de um ambiente favorável 

ao reparo tecidual pode ser interessante para as interações entre implante e tecidos, 

particularmente em pacientes que exibam comorbidades inflamatórias locais ou 

sistêmicas. 

De modo geral, os tratamentos de superfície aqui propostos podem influenciar 

na polarização de macrófagos. Essa estratégia visa acelerar o reparo peri-implantar, o 

que  poderia beneficiar pacientes em condições de desafio clínico: osteoporose; 

pacientes sistemicamente comprometidos; portadores de doenças autoimunes. Além 

disso, pode acelerar o processo regenerativo na osseointegração dos implantes de 
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titânio. Uma vez que macrófagos podem ser modulados para fenótipos reguladores e 

anti-inflamatórios, o controle do equilíbrio M1/M2 tem potencial terapêutico em muitas 

doenças (NAHRENDORF et al., 2007). Testes in vivo são de suma importância para 

uma maior compreensão dos efeitos do resveratrol e de sua interação com a 

complexidade desse microambiente, em que fatores inerentes aos animais como idade, 

peso corpóreo, temperatura, fatores genéticos, estados nutricionais e patológicos, e 

outros como: concentração da molécula testada e solubilidade nos fluídos orgânicos 

podem atuar (BEDNARCZUK et al., 2010). 

Os resultados deste estudo contribuem para a compreensão dos efeitos de 

substâncias antioxidantes nos eventos iniciais da interação célula-substrato em 

implantes de titânio tanto em condição fisiológica quanto patológica, evidenciando a 

efetividade das modificações propostas na polarização de macrófagos e suas 

consequências no processo de imunomodulação. Estudos posteriores são necessários, 

especialmente em modelos in vivo, para determinar condições clinicamente viáveis 

dessas estratégias. 
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6  CONCLUSÃO  

 

Baseado nos resultados do presente estudo, concluiu-se que: 

   - O uso do protocolo de resazurina para avaliar a viabilidade celular mostrou-

se uma abordagem confiável para determinar a concentração apropriada de resveratrol 

em culturas celulares. A concentração de até 10 µM sendo recomendada para equilibrar 

eficácia e segurança em estudos com células RAW 264.7. 

- De modo geral, macrófagos M1 exibiram maior expressão de marcadores pró-

inflamatórios (IL-1 β, IL-6, iNOS), enquanto que macrófagos M2 exibiram maior 

expressão de marcadores anti-inflamatórios ( CD-206 e TGF- β). 

- O efeito da funcionalização de Ti-Nano com resveratrol variou em função 

das diferentes subpopulações de macrófagos estudadas. A concentração de 10 µM se 

mostrou mais vantajosa por reduzir a expressão de interleucinas pró-inflamatórias e 

favorecer a expressão de marcadores do fenótipo anti-inflamatório em macrófagos M0 e 

M1, enquanto que, para macrófagos M2 a concentração de 20 µM aumentou a 

expressão de marcadores anti-inflamatórios.  
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