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RESUMO
Martinelli-Bordignon CMB. Efeito da funcionalizacao de superficie nanoestruturada
de titdnio com resveratrol sobre a polarizacdo de macrofagos [dissertacdo]. Ribeirdo
Preto: Universidade de Ribeirdo Preto,2024. 59p.

O uso de substancias antioxidantes pode ser uma alternativa interessante para o
estabelecimento da homeostase dssea em condi¢fes desafiadoras. O objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da funcionalizacdo de superficies nanoestruturadas
de titdnio com resveratrol sobre polarizagdo de macréfagos in vitro. Para isso, discos de
titdnio comercialmente puro foram lixados com lixas d"agua gramatura 300, 600 e 1200,
lavados em ultrassom e tratados com solucdo de H,O,/H,SO, por 2 horas para obtencao
de nanotopografia (Ti-Nano). Os discos foram esterilizados e submetidos a
funcionalizacdo com concentracGes distintas de resveratrol (0, 10 e 20 uM), definidas a
partir de ensaio prévio de citotoxicidade. Previamente ao plaqueamento, macréfagos da
linhagem RAW 264.7 foram cultivados em trés condicdes distintas: a) MO, de células
expostas apenas em meio de crescimento — ndo polarizadas, b) M1, de células expostas
ao meio de crescimento acrescido de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) — polarizadas
para o fendtipo pro-inflamatério, ou c¢) M2, de celulas cultivadas em meio de
crescimento acrescido de interleucina 4 (IL-4) - polarizadas para o fenotipo anti-
inflamatorio. Apds a caracterizagdo fenotipica, as células M0, M1 e M2 foram
cultivadas sobre discos de Ti-Nano nas diferentes condi¢Ges. Foi avaliada a expressdo
génica das enzimas arginase 1 (ARG-1) e oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), dos
marcadores de superficie CD-86 e CD-206, e dos marcadores inflamatdrios interleucina
1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6), e do fator de crescimento transformador beta
(TGF-B). Os dados quantitativos foram avaliados quanto a sua normalidade e
homoscedasticidade para a determinacdo do teste estatistico mais adequado (a0 = 5).
Previamente ao plagueamento, foram identificados maiores niveis de expressdo de CD-
206 e TGF-B em células M2, enquanto macr6fagos M1 exibiram maiores niveis de
INOS, IL-1pB e IL-6. A expressdo de ARG-1 foi maior em M2 e M1, enquanto que a de
CD-86 foi superior MO e M1. Em macrofagos MO, a funcionalizacdo de Ti-Nano com
resveratrol modulou positivamente a expressao de CD-206 quando usado a 10 uM,
enquanto na concentracdo de 20 UM houve aumento da expressdo de ARG-1 e IL-1p.
Em macréfagos M1, o resveratrol a 10 uM reduziu significativamente a expressao de
INOS, CD-86, IL-1B e IL-6, enquanto que a concentragdo de 20 LM promoveu maiores
niveis de CD-86, IL-1p e IL-6. Por outro lado, em macrofagos M2, a exposi¢do ao
resveratrol a 10 uM promoveu maiores niveis de iNOS e TGF-B, e reduziu niveis de
ARG-1 e CD-206; quando utilizado a 20 uM, houve reducdo de iNOS e aumento de
ARG-1. Nesse sentido, os resultados mostraram que os efeitos da funcionalizag&o de Ti-
Nano com resveratrol variaram em fungéo das diferentes subpopulagdes de macrofagos
estudadas, sendo a concentracdo de 10 UM a que se mostrou mais vantajosa por reduzir
a expressdo de interleucinas pro-inflamatérias e favorecer a expressdo de marcadores do
fendtipo antiinflamatorio em macrofagos MO e M1. Os resultados desse estudo
contribuem para a compreensdo dos efeitos de substancias antioxidantes nos eventos
iniciais da interacdo célula-substrato em implantes de titanio, tanto em condicdo
fisiolégica quanto patoldgica.

Palavras-chave: Resveratrol. Titanio. Osteointegracdo. Endotoxina. Inflamacé&o.



ABSTRACT
Martinelli-Bordignon CMB. Effect of functionalizing a nanostructured titanium
surface with resveratrol on macrophage polarization [dissertation]. Ribeirdo Preto:
University of Ribeirdo 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 H,0,/H,SO, 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 uM), defined on the basis of a previous cytotoxicity test. Prior to plating,
RAW 264.7 macrophages were cultured in three different conditions: a) MO, 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 ¢) M2, cells cultured in growth medium plus interleukin 4 (IL-4) -
polarized for the anti-inflammatory phenotype. After phenotypic characterization, MO,
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-1P) and interleukin 6 (IL-6), and transforming growth factor beta
(TGF-B) were evaluated. The quantitative data was assessed for normality and
homoscedasticity to determine the most appropriate statistical test (o = 5). Prior to
plating, higher levels of CD-206 and TGF-B expression were identified in M2 cells,
while M1 macrophages exhibited higher levels of iNOS, IL-1f and IL-6. ARG-1
expression was higher in M2 and M1, while CD-86 expression was higher in MO and
M1. In MO macrophages, the functionalization of Ti-Nano with resveratrol positively
modulated the expression of CD-206 when used at 10 uM, while at a concentration of
20 UM there was an increase in the expression of ARG-1 and IL-1B. In M1
macrophages, resveratrol at 10 uM significantly reduced the expression of iNOS, CD-
86, IL-1p and IL-6, while the 20 uM concentration promoted higher levels of CD-86,
IL-1B and IL-6. On the other hand, in M2 macrophages, exposure to resveratrol at 10
UM promoted higher levels of iNos and TGF-, and reduced levels of ARG-1 and CD-
206; when used at 20 uM, 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 uM proving to be the most advantageous by reducing the
expression of pro-inflammatory interleukins and favouring the expression of anti-
inflammatory phenotype markers in MO 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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1 INTRODUCAO

O processo de reabilitacdo oral obteve avancos significativos com o surgimento
dos implantes dentarios, culminando no desenvolvimento de novas estratégias que podem
proporcionar maior qualidade de vida, estética e conforto aos pacientes. Per-Ingvar
Branemark na década de 1950 em seus estudos de microcirculacédo, descobriu que o tecido
0sseo se fundia com a camada de dxido de titdnio do implante, e os dois ndo poderiam ser
separados sem fratura, ja que as camaras feitas de Titanio (Ti) metélico ficavam
permanentemente incorporadas no 0sso (BRANEMARK, 1983). A Academia Americana de
Implantodontia (1986) definiu osseointegragdio como ‘“contato estabelecido sem a
interposicdo de tecido ndo 6sseo entre 0sso remodelado normal e um implante, acarretando
uma transferéncia sustentada de distribuicdo de carga do implante para o tecido 6sseo”
(MENTAG etal., 1986; PANDEY et al., 2022).

Contudo a osseointegracdo de um implante ndo é o mesmo que sucesso clinico,
pois a perda secundaria de osseointegracdo pode ser um problema frequente em relacdo a
certos biomateriais, bem como aos designs de implantes (ALBREKTSSON, 1993). Quando
se trata de implantes dentarios, o (Ti) e suas ligas tém sido o biomaterial de elei¢do. O
processo de osseointegracdo é um tipo confiavel de ancoragem 6ssea (ALBREKTSSON et
al., 1981). A taxa e a qualidade da osseointegracdo em implantes de (Ti) estdo relacionadas
com as suas propriedades de superficie. A composicdo da superficie, a hidrofilicidade e a
rugosidade sdo parametros que podem desempenhar um papel na interacdo implante-tecido
e a liberacdo local de farmacos estimuladores ou reabsorventes 0sseos na regido
periimplantar pode também responder a situagdes clinicas dificeis com ma qualidade e
quantidade de osso (LE GUEHENNEC et al.,2007).

As caracteristicas fisico-quimicas da superficie podem oferecer uma estratégia
interessante para alcancar essa capacidade em torno de metais e outros biomateriais
implantaveis. Além disso, a funcionalizacdo bioquimica podera ser um complemento eficaz
na funcionalizagdo fisica (VETRONE et al., 2009; VARIOLA et al., 2011). Diferentes tipos
de células respondem & nanotopografia, e as interagdes célula/matriz/substrato associadas a
sinalizacdo celular ocorrem ao nivel da nanoescala. Esta sinalizagdo regula adeséo,
espraiamento, migracdo, diferenciacdo e expressédo de genes (DUNCAN et al.,1995; DE
OLIVEIRA et al., 2004). Estas técnicas, divididas em métodos quimicos e fisicos, foram
selecionadas de acordo com 0s seguintes parametros, necessarios para a fabricacdo em
grande escala: (1) capacidade de atingir simultaneamente todas as superficies em
dispositivos com geometrias complexas (por exemplo, hastes femorais, parafusos dentarios

e stents cardiovasculares); (2) possibilidade de modificar a nanoescala metais e implantes
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biocompativeis disponiveis no mercado; e (3) integracdo simples na linha de processo
industrial (VARIOLA etal., 2011).

As caracteristicas da superficie modulam os processos de adsor¢do de agua, ions
e proteinas, adesdo celular e integracdo de tecidos. Por este motivo, a engenharia e a
modificacdo da superficie sdo estratégias-chave para controlar o resultado e desenvolver
materiais inovadores (THOMAS et al., 2006; REGGIO et al., 2023). (Ti) e suas ligas sdo
biomateriais amplamente utilizados no campo de implantodontia, devido & sua baixa
densidade, baixa condutividade térmica, alta resisténcia a corrosdo, capacidade de
osseointegracdo, dureza e principalmente, a sua biocompatibilidade, que é atribuida a
formacéo espontanea de uma camada de didxido de titanio (TiO;) quando (Ti) é exposto ao
oxigénio. Essa reacdo impede a formacdo de tecido fibroso em volta do implante, além de
criar uma conexao direta com o tecido 6sseo (DE JONGE et al., 2008; OLTEAN-DAN et
al., 2021). Foram descritas trés abordagens para a modificacdo da superficie de implantes de
Ti: métodos fisico-quimicos, morfoldgicos e bioquimicos (PULEO et al., 1999). Durante a
interacdo com substratos bi-dimensionais, a celula altera a sua forma e dinamicamente
desenvolve extensdes chamadas lamelipddios (véus membranares ricos em actina) e
filopddios (saliéncias semelhantes a dedos) que atuam como elementos de deteccdo e tracao
para permitir que as células rastejem e percebam pistas topograficas (GIRARD et al., 2007;
VARIOLA et al., 2011).

A oxidagdo controlada de superficies de titanio e ligas de titdnio com uma
mistura de H,SO,/H,0, gera uma topografia de superficie nanoporosa que promove alguns
eventos osteogénicos precoces em culturas de células derivadas de calvaria (OLIVEIRA;
NANCI, 2004). As caracteristicas fisico-quimicas da superficie de titanio tratada com uma
solug@o de acido sulfurico (H2SOs4) e perdxido de hidrogénio (H202) sdo: 1) o tratamento
quimico cria uma rede esponjosa de nanoporos na superficie do titanio. Essa nanotextura €
altamente reprodutivel e afeta positivamente a resposta celular, particularmente em
processos osteogénicos (formagdo 0ssea); 2) o tratamento com H.SO4/H-O:. aumenta a
espessura da camada de TiO: (6xido de titanio) amorfa ja existente na superficie,
identificado como a principal espécie superficial pela espectroscopia de fotoelétrons por
raios X (XPS); 3) a superficie apresenta rugosidade controlada, com valores de RMS (root
mean square) variando de 10 a 200 nm em escalas de 5 x 5 um?, conforme medido por
microscopia de forca atdmica (AFM); 4) a superficie nanotexturizada promove maior
adesdo celular inicial e acelera a diferenciacdo de células osteogénicas, evidenciado pelo
aumento de proteinas como osteopontina (OPN) e sialoproteina éssea (BSP) na matriz

extracelular, além de modular a proliferacdo celular, aumentando a expressdo de genes
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relacionados a adesdo e migracao celular, como integrinas; 5) a remo¢do de contaminantes
superficiais € um beneficio adicional do tratamento, sem incorporacdo significativa de
enxofre na superficie, mesmo com o uso do H.SO.; 6) o mesmo método pode ser adaptado
para criar diferentes morfologias em outras ligas metélicas relevantes para implantes
médicos. Essas caracteristicas fazem desse tratamento uma estratégia eficaz para modificar
superficies de titanio, melhorando a biocompatibilidade e funcionalidade em aplicacGes
biomédicas, como implantes dentérios e ortopédicos (VETRONE et al., 2009).

A funcionalizacdo de superficies de biomateriais com moléculas bioativas €
considerada uma estratégia promissora quando se pretende obter efeitos bioldgicos
especificos a nivel celular e/ou tecidual (ZUARDI et al., 2023). A funcionalizacdo da
superficie com biomoléculas é capaz de favorecer a atividade osteogénica (SOUZA et
al.,2019), levando em consideracdo a caracteristica da superficie de (Ti), os parametros do
processo de funcionalizacdo e a selecdo da biomolécula para a funcionalizacdo
(SCANNAVINO et al., 2022).

Apdbs o processo cirurgico, a interacdo entre o implante e o tecido lesionado pos-
operatério produzird uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) que
causam a agregacao de macréfagos e inflamagédo aguda (YANG et al., 2013; YANG et al.,
2021). A inflamagéo € um conjunto complexo de interagdes entre fatores soltveis e células
que podem surgir em qualquer tecido em resposta a lesdes traumaticas, infecciosas, pos-
isquémicas, toxicas ou autoimunes. O processo normalmente leva a desinfeccdo e a
cicatrizacdo. No entanto, se a destruicdo direcionada e 0 reparo assistido ndo forem
adequadamente faseados, a inflamacdo pode levar a danos persistentes nos tecidos
(NATHAN et al., 2002). Os macréfagos sdo as primeiras células imunitarias que entram em
contato com a superficie do implante e desempenham um papel essencial na imunidade
inata e na cicatrizacdao de feridas (KARTIKASARI et al., 2022). A resposta imune inata é€,
de fato, a resposta inflamatdria precoce e resolutiva observada nas primeiras duas semanas
apos a implantacdo de um dispositivo médico ou biomaterial (ANDERSON, 2016). Os
macrofagos apresentam uma vasta gama de receptores de membrana que reconhecem tanto
os ligantes derivados do hospedeiro como os ligantes estranhos. A ativacdo destes
receptores pode resultar numa resposta pro-inflamatéria, levando ao recrutamento e
ativacdo de outras células imunitérias, ou numa resposta anti-inflamatoria na qual a reacdo
imunitéria é atenuada e se promove a regeneracdo dos tecidos e a cicatrizagdo de feridas
(NIELSEN et al., 2020).

Macrdéfagos e osteoclastos compartilham um caminho de desenvolvimento comum e

tém a capacidade de se originar a partir de mondcitos. O estado de polarizagdo dos
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macrofagos afeta a sua capacidade de se diferenciar em osteoclastos, bem como de produzir
citocinas e mediadores pro-inflamatérios. (MADEL et al., 2019; KARTIKASARI et al.,
2022). As evidéncias de estudos diferentes in vitro e in vivo indicaram que o fen6tipo M1
dos macréfagos estava associado a destruicdo 6ssea e o fendtipo M2 com a cicatrizagao e
reparacdo 6ssea (WANG et al., 2019).

Algumas substancias sdo estudadas visando ampliar os efeitos benéficos na
reparacdo peri-implantar por meio da modulacdo 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 raizes de uma planta medicinal venenosa: o lirio
heléboro-branco (Veratum grandiflorum O. Loes) (TAKAOKA, 1939) e consiste em uma
substancia ativa derivada de plantas e alimentos com inUmeras propriedades bioldgicas
(L1U et al., 2015), incluindo o impacto inibitorio na diferenciacdo osteoclastica e com
potencial para melhorar a formag&o 6ssea (CORREA et al., 2021).

Além disso, o resveratrol inibe a ciclo-oxigenase, enzima chave na formacéo da
resposta inflamatéria (BAVARESCO et al., 2012). Os efeitos do resveratrol tém sido
documentado em grande variedade de células, incluindo macrofagos, células
polimorfonucleares, plaquetas, osteoblastos, neurdnios e células supra-renais (PERVAIZ et
al., 2003). O resveratrol é atil para a modulagdo farmacoldgica da producdo de ROS pelos
granuldcitos e mondcitos ativados na fase inicial da inflamagdo, em concentracdes
relevantes é capaz de diminuir a resposta inflamatoria (BIGLAGLI et al., 2017).

Alguns fitoestrogénios podem melhorar a formagdo déssea, aumentar a densidade
mineral 6ssea e aumentar a expressao de marcadores 6sseos, incluindo a fosfatase alcalina,
a osteocalcina, a osteopontina e o colagénio de tipo I (CHIANG et al., 2013). Um dos
primeiros estudos sobre a acdo do resveratrol nas células dsseas foi realizado com células
osteoblasticas MC3T3-E1. Este estudo demonstrou a capacidade do resveratrol para
estimular diretamente a proliferacéo e a diferenciacdo de osteoblastos. (MIZUTANI, 1998).
O resveratrol aumentou de forma dose dependente, a atividade da fosfatase alcalina e a
sintese de RNA. Por conseguinte, estimulou a proliferacdo e a diferenciacdo dos
osteoblastos. Além disso, acelerou a atividade da prolil hidroxilase, indicando aumento na
atividade de sintese de colageno (MIZUTANI, 1998).

Resultados in vitro e modelos animais indicam que o resveratrol pode atenuar a
osteoclastogénese e promover a osteoblastogénese, sugerindo as suas potenciais aplicaces
terapéuticas para o tratamento de doencas ésseas, 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 inflamatério.
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2 PROPOSICAO

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

resveratrol em superficie nanoestruturada de (Ti) sobre a polarizacdo macrofagica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Estabelecer a concentracdo de resveratrol a ser utilizada para a funcionalizagédo
dos discos de titanio, por meio de ensaio de citotoxidade em culturas da linhagem RAW
264.7.

2.1.2 Determinar o perfil de expressao de marcadores-chave da polarizacdo macrofagica
e da inflamacdo em macréfagos ndo polarizados (MO0), macrofagos expostos ao LPS,
pro-inflamatorios (M1) ou de macréfagos expostos a interleucina 4, antiinflamatérios
(M2).

2.1.3 Avaliar o potencial da funcionalizacdo com resveratrol (0, 10 e 20 uM) em
superficies nanoestruturadas de titanio a partir da analise da expressdo de marcadores-
chave da polarizagdo macrofagica e da inflamacdo em macréfagos MO.

2.1.4 Verificar os efeitos da funcionalizacdo com resveratrol (0, 10 e 20 uM) em
superficies nanoestruturadas de titanio sobre a expressdo de marcadores-chave da
polarizacdo macrofagica e da inflamagdo em macréfagos M1.

2.1.5 Analisar os efeitos da funcionalizacdo com resveratrol (0, 10 e 20 uM) em
superficies nanoestruturadas de titdnio sobre a expressdo de marcadores-chave da

polarizacdo macrofagica e da inflamagdo em macrofagos M2.

A hipotese nula deste estudo é a de que a funcionalizagdo de superficies de

tithnio nanoestruturadas com resveratrol ndo interfere na polariza¢do de macrofagos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Esta investigacdo foi conduzida usando um modelo in vitro, com o objetivo de
simular a interacdo do implante com macrofagos apos sua instalacdo. As células foram
cultivadas diretamente sobre superficies nanoestruturadas de titanio funcionalizadas
com resveratrol. O fator em estudo foi o tratamento com diferentes concentracdes de
resveratrol. A variavel de resposta foi a expressdo de marcadores inflamatorios em
macrdfagos da linhagem RAW 264.7 (Figura 1).

O célculo amostral foi realizado utilizando o software GPower versdo 3.1
(FAUL et al., 2007), sendo observado que para as analises seriam necessarios, no
minimo, quatro amostras por grupo, para obter 84,04% de nivel de poder da analise,

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

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental

Concentragdes Macréfagos
Resveratrol (RESV) RAW 264.7

Discos de Expressdo de marcadores
Titanio : inflamatérios
n=90
= Opm MO
10pm M1
ko M2

Fonte: autor

3.2 OBTENCAO E PADRONIZACAO DOS DISCOS DE TITANIO

Discos de (Ti) de doze mm de didmetro e dois mm de espessura comercialmente
puros (cpTi) foram obtidos a partir de cilindros de titanio (Realum Industria e Comercio
de Metais Puros e Liga, Sdo Paulo, SP, BR), por meio de usinagem. A rugosidade
superficial dos discos foi padronizada por meio de polimento manual utilizando lixas
d’agua gramatura 300, 600 e 1200 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda.,

Jundiai, SP, BR). Os discos foram lavados uma vez em ultrassom com acetona e duas
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vezes com agua deionizada, e, em seguida, foram tratados com uma solucdo de
H.0,/H,SO,4 (1:1, Merck, Brasil) por 2 horas para obtencdo da nanotopografia. A
esterilizacdo foi feita por radiacdo gama no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN, Sao Paulo, SP), visto que o processo de esterilizacdo com radiacao
gama preserva a superficie dos discos. A Representacao grafica dos procedimentos para
obtencdo dos discos encontra-se na Figura 2. As caracteristicas da superficie de titanio
tratada com H2SO. ¢ H20: incluem uma rede esponjosa de nanoporos altamente
reprodutivel, com rugosidade controlada (valores RMS entre 10 e 200 nm em escalas de
5 x5 um?), e uma camada de 6xido de titanio (TiO2) predominantemente amorfa, com
espessura aumentada e auséncia de fases cristalinas, como rutilo ou anatase. O
tratamento remove contaminantes sem incorporar elementos indesejados, como enxofre,
e otimiza a superficie para promover adesdo celular, diferenciacdo osteogénica e
retencdo de proteinas da matriz extracelular, tornando-o ideal para aplicacdes
biomédicas em implantes (VETRONE et al., 2009).

Figura 2. Representacdo da sequéncia para padronizacdo e limpeza dos discos de titanio polidos (a)
obtencdo dos discos (b) padronizacdo da rugosidade superficial por meio de polimento manual (c)
limpeza em cuba ultrassonica (d) tratamento com solugdo de H,0./H,SO,4 por 2 horas para obtengdo de

nanotopografia e) esterilizacdo em radiacdo gama.

e
@ S
a) b) c) d) e)

3.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO RESVERATROL

Fonte: autor

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 imida, contendo 5% de CO-, até atingirem 80% de confluéncia. O resveratrol
(R5010 — Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) foi dissolvido em dimetilsulfoxido
(DMSO) para preparo da solugdo estoque, na concentra final de 1 mM. A partir desta,
foram preparadas as seguintes concentracdes finais de trabalho em meio D-MEM: 0; 5;
10; 20 e 25 uM. As células RAW 264.7 foram semeadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 3.500 células/pogo. Apds 24 horas, 0 meio foi removido e substituido pelo
meio D-MEM 10% contendo as diferentes concentracBes de resveratrol. As células
foram novamente incubadas com as diferentes concentracfes por mais 24 horas. Ao
final de 24 horas de exposicdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de
reducdo 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 ndo viaveis perdem a capacidade metabdlica e, portanto, ndo geram um sinal
observavel e para isso, utilizou-se o reagente alamarBlue™ Cell Viability (Invitrogen)
seguindo as recomendagdes do fabricante. Brevemente, 10 pL do reagente foram
diluidos em 90 pL de meio de cultura suplementado e os 100 pL foram despejados em
cada poco, seguido por incubacdo de 3 horas a 37°C. ApOs decorrido periodo, 0
sobrenadante formado foi medido por analise colorimétrica em espectrofotdmetro (570-
600nm, Epoch 2, BioTeklInstruments Inc., Winooski, VT, USA).

3.4 FUNCIONALIZACAO COM RESVERATROL

O procedimento de funcionalizacdo dos discos de (Ti) com resveratrol foi
realizado a partir do recobrimento da superficie do disco com trés concentracdes
distintas (0 uM, 10uM, 20 uM) diluidas em uma solucdo TRIS/HCI com pH = 7,4,
produzida a partir de 39 mL/L de HCI e 6,188 g/L de Tris(hidroximetil)aminometano
(TRIS — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para agua ultrapura MilliQ, nesta
ordem, conforme protocolo descrito por Reggio et al (2023). A superficie dos discos
foram expostas a 200uL de cada solucdo e armazenados em incubadora a 37°C por 2
horas. Apds esse recobrimento, os discos foram secos em fluxo laminar previamente ao
cultivo celular. A estrutura quimica da forma trans-Resveratrol foi usada neste estudo,

sua representacao grafica encontra-se na figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica das formas trans-Resveratrol e cis-Resveratrol.
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Fonte: Gambini et al. (2015).

3.5 OBTENCAO DA CULTURA CELULAR

Para esse estudo, foram utilizados macréfagos da linhagem celular imortalizada
RAW 264.7 (52 passagem - American Type Cell Collection, ATCC). As células foram
descongeladas e transferidas para trés garrafas estéreis de cultivo celular com 75 cm?
(TPP, Biosystem, Brasil) contendo meio de crescimento, composto por DMEM (Sigma-
Aldrich, SP, Brasil) j& aquecido a 37°C, suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino
(SFB), 100U/ml penicilina e 100ug/ml de estreptomicina. Em seguida as céluas foram
levadas a incubadora a uma temperatura de 37°C em atmosfera umidificada, contendo
5% de CO, e 95% de ar atmosférico até atingirem subconfluéncia. Posteriormente o
meio de cultura foi removido e cada garrafa recebeu um novo meio de cultura: a) MO,
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 ¢) M2, no qual as células receberam meio de crescimento acrescido de I1L-4 (40 ng/
mL; Sigma-Aldrich). Apos o periodo de polarizagéo, as células foram removidas com
auxilio de um raspador (cell scrapper, Corning), contadas e plagueadas sobre o0s
diferentes discos de titanio, contidos em placas de 24 pocos, na densidade de 30.000
células/pogo. As culturas foram mantidas em incubadora a 37°C em CO, a 5%. Parte
das células MO, M1 e M2 obtidas das garrafas foi utilizada para a caracterizagdo

fenotipica das diferentes populagdes celulares baseada na expressado génica.
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3.6 EXPRESSAO GENICA

Apo0s 48 horas de cultura celular, o0 meio de cultura foi removido dos pocos, e o
reagente Trizol LS (Invitrogen) foi adicionado a temperatura ambiente por 5 minutos,
com homogeinizacdo por pipetagem. A extracdo do RNA total foi realizada através do
kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com
especificacOes do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes
comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320 nm) em espectrofotdmetro (GE Healthcare,
Milwaukee, W1, EUA).A fita de cDNA foi confeccionada a partir de 1 pg de RNA total.
Este procedimento foi feito no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha) por meio de reagdo com a enzima transcriptase reversa,
utilizando-se o kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega), seguindo as instrugdes
do fabricante. Para a reacdo de PCR em tempo real, foram utilizados o reagente
SYBR™ Green PCR Master Mix (ThermoFisher) e o aparelno StepOne Plus
(ThermoFisher). As reagdes foram realizadas em quadruplicata com volume final de 10
uL, contendo 12,5 ng de cDNA. As reacbes de amplificacdo consistiram em 2 min a
95°C e quarenta ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60 °C. Os resultados foram analisados
com base no valor de Ct (cicle threshold, ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclos em que a amplificacdo das amostras atinge um
limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de
amplificacdo exponencial das amostras), que permite a analise quantitativa da expressdo
do fator avaliado. Como controle enddgeno, foi avaliada a expressdo do gene
constitutivo B-actina. Uma amostra negativa (dgua) foi submetida a reacdo com cada par
de primers avaliados. O método comparativo de 29" (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001)
foi utilizado para comparar a expressao génica das culturas dos diferentes grupos
experimentais. As sequéncias dos primers selecionados para este estudo estdo dispostos

na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia 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
iNOS
IL-1p
IL-6
TGF-p

ACT

CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG

GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA

GCTACCTGTGTCTTT CCCGT

CAATGGCAATTCTGATTGTATG

ACGTCAGACATTCGGGAAGC

CTCTGGCTCCTAGCACCATGAAGA

AGGAGCTGTCATTAGGGACATC

GTGGACGGGTCGATGTCAC

CAT CTC GGA GCC TGT AGT GC

AGG ACTCTGGCTTTGTCTTTC

GGTAACGCCAGGAATTGTTGC

GTAAAACGCAGCTCAGTAACAGT

Fonte: autor

Tabela 2: Fun¢do dos genes utilizados nos ensaios de PCR em tempo real.

GENE

FUNCAO

ARG-1

A enzima ARG-1 compete com a enzima INOS por arginina e, dessa
forma, evita que ocorra producdo de NO, uma fungdo dos macrofagos

M1 (Hey et al., 1997).

INOS

O fenotipo M1 & caracterizado pela alta produgio de intermediarios reativos
de nitrogénio e oxigénio (SICA; MANTOVANI, 2012).

CD-86

Uma vez ativados, os macrofagos M1 caracterizam-se pela secrecio de
citocinas pro-inflamatorias e fenotipicamente, expressam niveis elevados de

moléculas coestimuladoras CDE6 (ARAS; ZAIDI, 2017)

TGF- §

O TGF-P € um fator imunossupressor bem conhecido que esta envolvido na
inibigdo de respostas inflamatorias excessivas, TGF-P induz a polanzagio

do macrofago M2 (Kelly et al., 2017)

CD-206

Normalmente expresso no subtipo M2, mas ndo no M1 e, portanto, serve
como marcador Gtil para identificar o fenotipo M2 (Xu et al., 2019)

IL-1/

Citocina pro-inflamatoria  fundamental para respostas de defesa do
hospedeiro a infecgio e lesdo (Dinarello, 1996)

IL-6

Macrofagos classicamente ativados ou M1, que sdo pro-inflamatorios e
polarizados por lipopolissacarideos (LPS), produzem citocinas pro-

inflamatorias, como interleucina IL-6 (Shapouri-Moghaddam et al., 2018)

Fonte: autor

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram avaliados quanto a sua normalidade e

homoscedasticidade para a determinagdo do teste estatistico mais adequado (o = 5).

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

seguido pelo pds-teste Student-Newman-Keuls quando apropriado. Todas as analises

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

USA) e o nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 PADRONIZAGCAO DAS CONCENTRACOES

Os resultados mostraram que a viabilidade celular variou em funcdo da
concentracdo de resveratrol. As concentragdes mais baixas (5 e 10 pM) nédo
promoveram efeitos significantes da viabilidade celular comparado ao controle. Em
contraste, as concentracOes de 15 e 20 uM reduziram a viabilidade celular, enquanto a

concentragdo de 25 puM levou a uma reducdo mais pronunciada.

Figura 4. Valores médiostdesvios padrdes da viabilidade celular de macréfagos cultivados por 24 horas
com diferentes concentracBes de resveratrol no meio de cultura. Valores expressos em absorbancia (570-

600nm). Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Fonte: autor

42 CARACTERIZACAO DE MACROFAGOS PREVIAMENTE AO
PLAQUEAMENTO

Previamente ao plaqueamento, observou-se que as culturas M1 e M2 exibiram
niveis de expressdo de ARG-1 superiores aos observados para MO (Kruskal-Wallis;
p<0,05, Figura 5). Ndo foi observada diferenca estatistica entre os valores dos grupos

M1 e M2 para este parametro (p>0,05).
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Figura 5. Valores médiostdesvios padres da expressao génica relativa de arginase (ARG-1) em
macrdfagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO), expostos adicionalmente ao LPS (M1) ou a
interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressdo de MO e normalizados pelo gene
constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Fonte: autor

Culturas M1 exibiram os maiores niveis de expressdo de iINOS superiores aos
dos demais grupos, (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 6) seguido por MO (p<0,05). O
grupo M2 exibiu 0s menores valores para este parametro (p<0,05).

Figura 6. Valores médios+desvios padrdes da expressdo génica relativa da enzima oxido nitrico sintase
induzida (iNOS) em macrdfagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO), expostos
adicionalmente ao LPS (M1) ou a interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressao
de MO e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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A expressdo de CD-86 foi maior em culturas MO (Kruskal-Wallis, p<0,05;
Figura 7), seguido por M1 (p<0,05) e por M2, com 0s menores niveis de expressdo
(p<0,05).

Figura 7. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-86
em macréfagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO0), expostos adicionalmente ao LPS (M1)
ou a interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressdo de MO e normalizados pelo

gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Fonte: autor

O marcador CD-206 foi mais expresso em culturas M2 (Kruskal-Wallis, p<0,05;
Figura 8) em relacdo aos demais grupos, seguido por M0 (p<0,05) e por M1, com o0s

menores niveis de expressao (p<0,05).

Figura 8. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
206 em macro6fagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO), expostos adicionalmente ao LPS
(M1) ou a interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressdo de MO e normalizados
pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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A expressdo de IL-1B foi mais alta em culturas M1 em relagdo aos demais

grupos (Kruskal-Wallis, P<0,05; Figura 9), seguida por MO (p<0,05) e por M2, com 0s
menores niveis (p<0,05).

Figura 9. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa da interleucina 1 beta
(IL-1B) em macrofagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO0), expostos adicionalmente ao LPS
(M1) ou a interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressdo de M0 e normalizados

pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Culturas M2 exibiram os maiores niveis de TGF-p (Kruskal-Wallis, p<0,05;
Figura 10), seguido por M1 (p<0,05) e por MO, com os menores valores (p<0,05).
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Figura 10. Valores médiostdesvios padrfes da expressdo génica relativa do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) em macrofagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO), expostos
adicionalmente ao LPS (M1) ou a interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressdo
de MO e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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A IL-6 foi mais expressa em culturas M1 em relacdo 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 médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa da interleucina 6 (IL-6) em
macro6fagos cultivados apenas ao meio de crescimento (MO0), expostos adicionalmente ao LPS (M1) ou a
interleucina — 4 (M2) por 48 horas. Valores calibrados pela expressdo de MO e normalizados pelo gene
constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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4.3 EFEITO DA FUNCIONALIZACAO DE SUPERFICIES
NANOESTRUTURADAS DE TITANIO COM RESVERATROL SOBRE A
POLARIZACAO DE MACROFAGOS

4.3.1 MACROFAGOS NAO POLARIZADOS (MO0)

Apb6s 48 horas de cultivo sobre as diferentes superficies de titdnio com
nanotopografia, foi observado que macrofagos MO cultivados sobre TiNano+REV20uM
exibiram maiores niveis de expressdo de ARG-1 quando comparados aos dos demais
grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 12). N&do foram observadas
diferencas estatisticamente relevantes para os valores obtidos em TiNano e
TiNano+Resv10 uM (p>0,05).

Figura 12. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa de arginase (ARG-1) em
macrofagos ndo polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (MO) por 48 horas sobre
superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas
concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 puM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela
expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Fonte: autor

Né&o foram observadas diferencas relevantes entre 0s grupos experimentais para
0s niveis de expressdo génica de iINOS (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 13).
Figura 13. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa da enzima oxido nitrico sintase

induzida (iNOS) em macrdfagos ndo polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (MO) por 48
horas sobre superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com



33

resveratrol nas concentracdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores
calibrados pela expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas
indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Fonte: autor

Os niveis de expressao de CD-86 ndo variaram em funcdo dos grupos avaliados
(Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 14).

Figura 14. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
86 em macrofagos ndo polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (MO) por 48 horas sobre
superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas
concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela
expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significante (p<0,05).

CD-86

Expressaoc génica relativa
o o o e e
P o~ N R oo
»
©

<
)

==}

TiNano TiNano+Resv10puM TiNano+Resv20pM

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

15), néo sendo observadas diferencas significantes nas demais comparacdes (p>0,05).

Figura 15. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
206 em macréfagos nao polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (MO0) por 48 horas sobre
superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas
concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela
expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significante (p<0,05).
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A expressdo de IL-1p foi superior em culturas MO cultivadas sobre Ti-Nano20
MM quando comparado a dos demais grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p<0,05;
Figura 16). N&o foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre os

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

Figura 16. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa da interleucina 1 beta (IL-1pB)
em macréfagos ndo polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento (MOQ) por 48 horas sobre
superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas
concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela
expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significante (p<0,05).
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ApoOs 48h, observou-se reducdo da expressdo do TGF-B nos grupos
TiNano+10uM e TiNano+Resv20uM em relacdo ao controle, TiNano (Kruskal-Wallis,
p<0,05; Figura 17). N&do foram observadas diferencas entre os valores de
TiNano+Resv10 uM e TiNano+Resv20 uM (p>0,05).

Figura 17. Valores médiostdesvios padrfes da expressdo génica relativa do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) em macrofagos ndo polarizados, cultivados apenas ao meio de crescimento
(MO0) por 48 horas sobre superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano,
controle) com resveratrol nas concentragdes de 10 pM (TiNano+ResvlOpM) ou 20 pM
(TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de TiNano e normalizados pelo gene
constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Em macrofagos MO, néo foi detectada a expressdo génica de interleucina 6 em

nenhum dos grupos avaliados.
4.3.2 MACROFAGOS M1

Em macréfagos M1, foram observados maiores niveis de expressdo de ARG-1
nos grupos TiNano+Resv10 pM quando comparado aos demais grupos experimentais
(Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 18). Ndo houve diferenca estatisticamente significante
para as demais comparacoes (p>0,05).

Figura 18. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa de arginase (ARG-1) em
macrofagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentragdes
de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de

TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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A expresséo de INOS foi reduzida nos grupos TiNano+10uM e
TiNano+Resv20uM em relagdo ao controle, TiNano (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura
19). N&o foram observadas diferencas estatisticamente relevantes para as demais

comparac0es (p>0,05).

Figura 19. Valores médiostdesvios padrBes da expressao génica relativa da enzima oxido nitrico sintase
induzida (iNOS) em macr6fagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre
superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas
concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela
expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significante (p<0,05).
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A expressdo de CD-86 variou em macrofagos M1 cultivados nas diferentes
superficies, 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 médiostdesvios padrGes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
86 em macrdfagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentragdes
de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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O grupo TiNano exibiu os maiores niveis de CD-206 (Kruskal-Wallis, p>0,05;
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Figura 21), seguido por TiNano+Resv10uM (p<0,05) e TiNano+Resv20uM, com 0s

menores valores (p<0,05).

Figura 21. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
206 em macréfagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentragdes
de 10 uM (TiNano+Resv10OuM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenga estatistica
significante (p<0,05).
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O grupo TiNano+Resv20uM exibiu os maiores niveis de IL-1 em culturas de
macréfagos M1 (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 22), seguido por TiNano (p<0,05) e

TiNano+Resv10uM, com os menores valores (p<0,05).

Figura 22. Valores médiostdesvios padrBes da expressdo génica relativa da interleucina 1 beta (IL-1p)
em macrofagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentragdes
de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica

significante (p<0,05).
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A expressdo de TGF-P foi superior em TiNano em relagdo aos demais grupos
(Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 23), seguido por TiNano+Resv10uM (p<0,05) e por
TiNano+Resv20uM, que exibiu os menores niveis desse gene (p<0,05).

Figura 23. Valores médiostdesvios padrfes da expressdo génica relativa do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) em macrofagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48
horas sobre superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou néo (TiNano, controle) com
resveratrol nas concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores
calibrados pela expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas
indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Em macrdéfagos M1, a expressdo de IL-6 foi observada em todos os grupos
experimentais, sendo superior em TiNano+Resv20uM (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura

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

Figura 24. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa da interleucina 6 em
macrdéfagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentracdes
de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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4.3.3 MACROFAGOS M2

Em macréfagos M2, foram observados niveis superiores de ARG-1 para o0 grupo
TiNano+Resv20uM (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 25), seguido por TiNano (p<0,05)

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

Figura 25. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa de arginase (ARG-1) em
macrdfagos previamente polarizados com LPS (M1) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentracdes
de 10 pM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expresséo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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Houve maior expressdo de INOS ap6s cultivo sobre superficies
TiNano+Resv10uM (Kruskal-Wallis, p<0,05; Figura 26), seguido por TiNano (p<0,05)
e por TiNano+Resv20uM, com os menores valores (p<0,05).

Figura 26. Valores médios+desvios padrGes da expressao génica relativa da enzima oxido nitrico sintase
induzida (iNOS) em macrofagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre
superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas
concentragdes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela
expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Em macrofagos M2, os niveis de expressao de CD-86 ndo variaram em funcédo

dos grupos avaliados (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 27).
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Figura 27. Valores médiostdesvios padrBes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
86 em macrofagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrac@es
de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expresséo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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A expressdao de CD-206 foi inferior para TiNano+Resv10uM em relacdo aos
demais grupos experimentais (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 28), ndo havendo

diferencas significantes para as demais comparac@es (p>0,05).

Figura 28. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa do marcador de superficie CD-
206 em macrdfagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrages
de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante (p<0,05).
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Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes para os niveis de
IL-1pB obtidos nos diferentes grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 29).

Figura 29. Valores médiostdesvios padrdes da expressdo génica relativa da interleucina 1 beta (IL-1pB)
em macréfagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48 horas sobre superficies
nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com resveratrol nas concentrages
de 10 pM (TiNano+Resv10uM) ou 20 uM (TiNano+Resv20uM). Valores calibrados pela expressdo de
TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas indicam diferenga estatistica
significante (p<0,05).
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Em macréfagos M2, os niveis de TGF-p foram superiores em iNano+Resv10uM
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(Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 30), seguido por TiNano e TiNano+Resv20uM, com 0s
valores semelhantes entre si (p>0,05).

Figura 30. Valores médiostdesvios padrfes da expressdo génica relativa do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) em macréfagos previamente polarizados com IL-4 (M2) e cultivados por 48
horas sobre superficies nanoestruturadas de titanio, funcionalizadas ou ndo (TiNano, controle) com
resveratrol nas concentragfes de 10 uM (TiNano+Resv10uM) ou 20 pM (TiNano+Resv20uM). Valores
calibrados pela expressdo de TiNano e normalizados pelo gene constitutivo, beta actina. Letras distintas
indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Em macrofagos M2, ndo foi detectada a expressdo génica de interleucina 6 em

nenhum dos grupos avaliados.
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5 DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, a hipdtese nula (HO) deste trabalho foi
rejeitada. A funcionalizagdo com resveratrol modificou a resposta das diferentes
populacbes de macrdfagos a superficie de titdnio com nanotopografia. Observamos que
a resposta macrofagica a funcionalizacao variou conforme a concentracdo de resveratrol
utilizada. Em culturas M0 e M1, a funcionaliza¢do com resveratrol a 10lM promoveu o
aumento de ARG-1 e reduziu a expressdo de CD-86 e de interleucinas pro-
inflamatorias. Em contrapartida, a concentracdo de 20uM resultou em aumento de CD-
86, IL-1p, IL-6 e diminuicdo de CD-206 e TGF-B, indicando uma tendéncia pro-
inflamatoria.

A utilizacdo de polifenois naturais para a funcionalizagdo ou revestimento de
superficies bioativas ja foi investigada por outros grupos de pesquisa em titanio tratado
qguimicamente, vidros bioativos e hidroxiapatita (REGGIO et al., 2023). A modulacéo
da resposta inflamatoria mediada por biomateriais € uma estratégia para melhorar a
regeneracdo dos tecidos, destacando a interacdo entre biomateriais e células imunitérias
(PITCHALI et al., 2023). Neste estudo, analisamos o perfil de polarizacdo de macréfagos
comparando substratos de titanio com nanotopografia funcionalizado com diferentes
concentracdes de resveratrol pela expressdo de marcadores inflamatorios, suas funcoes
estdo descritas na tabela 2. A classificacdo M1/M2 é uma simplificacdo, os macrofagos
podem exibir fen6tipos sobrepostos dependendo da localizagdo do tecido e do tipo de
sinalizacdo (Strizova et al., 2023).

Neste estudo, a nanotopografia de titanio foi obtida através de um tratamento de
desoxidacéao e reoxidagédo controladas com solucdo de H,O,/H,SO,. Este procedimento
simples gera uma superficie com rugosidade trés vezes maior em comparagdo com a
superficie ndo tratada (VARIOLA et al., 2008; BIGHETTI-TREVISAN et al., 2023). A
topografia da superficie do implante influencia o fenétipo dos macréfagos, afetando
suas funcdes pro-inflamatorias (semelhantes a M1) ou regenerativas (semelhantes a M2)
(SHIRAZI et al., 2024). Estudos anteriores identificaram a nanotopografia como
regulador importante de processos celulares e fisiologicos (CHRISTO et al., 2016).
Pitchai et al. (2022), em revisdo sistematica, apoiam a hipdtese de que modificacdes
topograficas e fisico-quimicas especificas da superficie do titdnio podem modular a

resposta fenotipica de macrofagos aderentes. Alem disso, foi demonstrado que a
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nanotopografia das superficies de titdnio pode estimular os mastocitos in vitro,
sugerindo que esse tipo de superficie pode modular a resposta imune-inflamatéria na
interface tecido-implante (MARCATTI et al., 2017).

Considerando que os fenotipos dos macrofagos mudam com o ambiente
circundante (YANG et al., 2021; XU et al., 2019), é de grande relevancia modificar as
superficies dos implantes para aprimorar as interagdes iniciais célula-substrato. Assim,
para o presente estudo, foi selecionado um modelo in vitro que mimetiza o contato
direto do implante com macrofagos, utilizando uma superficie de titdnio com
nanotopografia funcionalizada capaz de modular a polarizacdo macrofagica. 1sso visa
um melhor aproveitamento do processo de funcionalizagdo e maior disponibilizagdo da
molécula selecionada.

Os macréfagos sdo as primeiras células a interagir com agentes patogénicos e
dispositivos implantados. Estudos classicos demonstraram que 0s macréfagos séo
rapidamente recrutados para locais infecciosos e de lesdo, desempenhando papéis
criticos na imunidade inata (MIRON et al., 2016). Neste estudo, utilizamos macr6fagos
da linhagem RAW 264.7, um bom modelo para avaliar o efeito de moléculas
antioxidantes como o resveratrol (YANG et al., 2014).

Macréfagos polarizados diferem em expressdo de receptores, producdo de
citocinas, funcédo efetora e repertorios de quimiocinas (MANTOVANI et al., 2004). O
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), presente na membrana externa das bactérias, ativa
macrofagos para um fenotipo pré-inflamatorio, desencadeando vias de sinalizacdo que
controlam a producéo de citocinas, incluindo TNF-a e IL-6 (CAPIRALLA et al., 2012).
Ja a interleucina 4 € utilizada para polarizar macréfagos em um estado anti-inflamatério
M2 (GADANI et al., 2012; HU et al., 2015)

A polarizacdo dos macrofagos altera a expressdo de marcadores de superficie
celular. Macrofagos M1 superexpressam CD80, CD86 e CD16/32, segregando citocinas
pro-inflamatorias. Em contrapartida, macréfagos M2 apresentam maior expressdo de
ARG-1, CD206, IL-10 e quimiocinas CCL17 e CCL22, desempenhando papéis
importantes na reparacdo de tecidos, angiogénese 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 polarizacdo dos macréfagos nos fenotipos M1 e M2,
respectivamente. A partir dos dados de expressdo génica, verificamos que a estratégia
foi eficaz, tendo em vista que houve maior expressdo dos marcadores pré-inflamatorios

INOS, IL-1B e IL-6 em populacBes de macréfagos M1, enquanto macrofagos M2
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exibiram maiores niveis de CD-206 e TGF-f, marcadores do fenétipo anti-inflamatério.

O resveratrol é anti-inflamatorio e anti-envelhecimento, amplamente investigado
para a regulacdo do gasto energético e no tratamento de doencas enddcrinas (BAUR et
al.,, 2006; CHEN et al., 2021). Estudos in vitro e in vivo relatam sua atividade
anticancerigena, inibicdo da agregacdo plaquetaria, acdo antioxidante e anti-inflamatoria
(PACE-ASCIAK et al.,1995; JANG et al., 1997; BAVARESCO et al., 2012). Para
definir a concentragdo de resveratrol para o procedimento de funcionalizacdo, foi
realizado um ensaio de citotoxicidade. O protocolo de resazurina se mostrou eficaz na
determinacédo da viabilidade celular e na identificacdo da concentragdo potencialmente
citotoxica de resveratrol. Estes resultados indicam que concentracdes de até 10 uM pode
ser considerada para estudos futuros, balanceando a eficacia do resveratrol com a
minimizacao da toxicidade celular. Nesta investigacdo, além da concentracao de 10 uM,
usamos 20 uM e adicionamos o tratamento de superficie com H,0,/H,SO,, simulando
uma condic¢do in vitro de interacdo com a superficie do titanio frente a polarizacdo em
diferentes subpopulac¢des de macréfagos.

Neste estudo, a acdo do resveratrol variou nas diferentes populacdes de
macrofagos e em funcdo da concentracdo utilizada para a funcionalizacdo das
superficies de titanio nanoestrututradas. Em macr6fagos MO, a funcionalizacéo de Ti-
Nano com resveratrol modulou positivamente a expressao de CD-206 quando usado a
10 uM, enquanto na concentracdo de 20 uM houve aumento da expressdo de ARG-1 e
IL-18. Em macréfagos M1, o resveratrol a 10 pM reduziu significativamente a
expressdao de iINOS, CD-86, IL-1B e 1I-6, enquanto que a concentracdo de 20 pM
promoveu maiores niveis de CD-86, IL-1p e IL-6. Assim, no presente estudo, o efeito
anti-inflamatorio do resveratrol em culturas M0 e M1 foi observado na concentracao de
10 pM.

Os resultados deste trabalho endossam os achados anti-inflamatorios dos demais
pesquisadores, visto que o resveratrol usado na concentragdo de 10 UM reduziu a
expressao de interleucinas pré-inflamatérias, corroborando com os achados de Yang et
al. (2014) em que o resveratrol inibiu a liberagcdo de IL-6, TNF-a e NO induzida por
LPS, antagonizando os efeitos inflamatorios. Outros estudos mostraram que a acdo anti-
inflamatdria do resveratrol previniu a ativagdo induzida por LPS de macréfagos RAW
264.7 murinos e células BV-2 microgliais, alem de prevenir o efeito pro-inflamatério
em macréfagos, inibindo a ativagdo de STAT 1 e STAT3 e NFkB (REGE et al., 2014;
CAPIRALLA etal., 2012).
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No estudo de Y1 et al. (2011), macréfagos RAW 264.7 foram tratados com LPS
e estimulados com resveratrol na concentragdo 10 UM, foi observado a ativacdo da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e inibi¢do do fator de necrose tumoral TNF-
a nas celulas tratadas com LPS. LI et al. (2020) investigou o efeito do resveratrol na
polarizacdo em células RAW 264.7, constatou que o pré-tratamento na concentracao de
10 uM diminuiu os niveis do marcador M1 ou citocinas pro-inflamatorias. O estudo de
GUO et al. (2023) induziu a polarizagdo de macréfagos RAW264.7 para o tipo M1 para
gerar resposta inflamatoria pela combinacéao de lipopolissacarideo (LPS) (200 ng/mL) +
interferon- y (IFN-y) (2,5 ng/mL). LPS e IFN-yaumentaram os niveis de fatores
inflamatorios de IL-1 8, TNF- o e IL-6 em RAW 264.7, e a proporcao de macrofagos
do tipo M1 também foi aumentada, mas a expressdo de fatores inflamatérios diminuiu
apos a administracdo de resveratrol, o que confirmou o efeito anti-inflamatério do
polifenol. O melhor efeito foi visto no grupo de alta dose (10 pumol /L). Contudo, no
presente estudo, verificou-se efeito pré-inflamatdrio do resveratrol quando utilizado em
alta concentracdo (20 puM), sugerindo um limiar de seguranca quanto a exposi¢do ao
polifenol.

Em macréfagos M2, a expressdao dos marcadores variou em funcdo das
concentracOes de resveratrol utilizadas para a funcionalizagdo das superficies de Ti-
Nano, sendo que a 10 uM promoveu maiores niveis de iINOS e TGF-p, e reduziu niveis
de ARG-1 e CD-206. Quando utilizado a 20 uM, houve reducdo de iNOS e aumento de
ARG-1. Esses resultados sugerem que, para essa populacdo celular, maiores
concentrag¢fes podem ser necessarias para a modulacdo de genes anti-inflamatérios.

Os macréfagos podem ser ativados para induzir 1L-6, TNF-a, IFN-y, proteinas
do complemento e prostaglandinas no sistema imunitario. As citocinas expressas por
macrofagos estdo associadas a estimulacdo ou inibicdo da osteoclastogénese
(SRIVASTAVA et al., 2018). Neste sentido, a manutencdo de um ambiente favoravel
ao reparo tecidual pode ser interessante para as interacfes entre implante e tecidos,
particularmente em pacientes que exibam comorbidades inflamatérias locais ou
sistémicas.

De modo geral, os tratamentos de superficie aqui propostos podem influenciar
na polarizacdo de macrofagos. Essa estratégia visa acelerar o reparo peri-implantar, o
que poderia beneficiar pacientes em condi¢Ges de desafio clinico: osteoporose;
pacientes sistemicamente comprometidos; portadores de doencas autoimunes. Além

disso, pode acelerar 0 processo regenerativo na osseointegracdo dos implantes de
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tithnio. Uma vez que macrofagos podem ser modulados para fendtipos reguladores e
anti-inflamatorios, o controle do equilibrio M1/M2 tem potencial terapéutico em muitas
doencas (NAHRENDOREF et al., 2007). Testes in vivo sdo de suma importancia para
uma maior compreensdo dos efeitos do resveratrol e de sua interagdo com a
complexidade desse microambiente, em que fatores inerentes aos animais como idade,
peso corpdreo, temperatura, fatores genéticos, estados nutricionais e patologicos, e
outros como: concentracdo da molécula testada e solubilidade nos fluidos orgénicos
podem atuar (BEDNARCZUK et al., 2010).

Os resultados deste estudo contribuem para a compreensdo dos efeitos de
substancias antioxidantes nos eventos iniciais da interacdo célula-substrato em
implantes de titdnio tanto em condicdo fisiolgica quanto patoldgica, evidenciando a
efetividade das modificacbes propostas na polarizacdo de macréfagos e suas
consequéncias no processo de imunomodulacdo. Estudos posteriores sdo necessarios,
especialmente em modelos in vivo, para determinar condi¢Bes clinicamente viaveis

dessas estratégias.
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6 CONCLUSAO

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

- O uso do protocolo de resazurina para avaliar a viabilidade celular mostrou-
se uma abordagem confidvel para determinar a concentracdo apropriada de resveratrol
em culturas celulares. A concentracdo de até 10 puM sendo recomendada para equilibrar

eficacia e seguranca em estudos com células RAW 264.7.

- De modo geral, macréfagos M1 exibiram maior expressdo de marcadores pro-
inflamatoérios (IL-1 g, IL-6, iNOS), enquanto que macrdfagos M2 exibiram maior

expressao de marcadores anti-inflamatorios ( CD-206 e TGF- 5).

- O efeito da funcionalizagdo de Ti-Nano com resveratrol variou em fungao
das diferentes subpopulacdes de macréfagos estudadas. A concentracdo de 10 UM se
mostrou mais vantajosa por reduzir a expressao de interleucinas pro-inflamatorias e
favorecer a expressdo de marcadores do fenétipo anti-inflamatério em macréfagos MO e
M1, enquanto que, para macrofagos M2 a concentragdo de 20 pM aumentou a

expressao de marcadores anti-inflamatorios.
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