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RESUMO 

É fundamental compreender os mecanismos moleculares envolvidos na formação e 

regeneração óssea para aprimoramento e desenvolvimento de novos tratamentos médicos. 

Dentro da área de regeneração óssea e tecidual, as células do ligamento periodontal (PDLCs) 

apresentam grande potencial e têm sido estudadas. Entretanto, a heterogeneidade em seus 

potenciais osteogênicos tem impacto direto nos resultados clínicos esperados. O Resveratrol, 

é um composto utilizado como osteoindutor e como tratamento de osteoporose, porém, seus 

exatos mecanismos osteogênicos nas PDLCs ainda não foram totalmente esclarecidos. Dessa 

forma, o objetivo do estudo foi investigar quais vias de sinalização e genes, relacionados à 

osteogênese, são modulados pelo Resveratrol em PDLCs de baixo potencial osteogênico (l-

PDLCs). As l-PDLCs foram caracterizadas quanto à multipotencialidade (citometria de fluxo), 

tempo de duplicação celular (PDT) e potencial osteogênico (Alizarin Red - AR). Três 

experimentos independentes foram realizados com os seguintes grupos: DMEM – PDLCs não 

induzidas à diferenciação osteogênica, OM - PDLCs induzidas à diferenciação osteogênica por 

10 dias e OM/RESV - PDLCs pré-tratadas com Resveratrol 0,1 uM por 3 dias seguido da indução 

osteogênica por 10 dias . Após 21 dias, realizou-se a coloração com AR. Aos 10 dias, o RNA foi 

extraído, o sequenciamento realizado e as análises de Bioinformática conduzidas. A população 

celular foi classificada como l-PDLCs pela comparação com outra população de PDLCs que 

demonstrou significativamente maior capacidade de deposição de nódulos minerais (p ≤ 

0.01). A fenotipagem celular demonstrou a presença de marcadores de superfície celular 

CD105 e CD166 e a ausência de CD34 e CD45, indicando a presença de células mesenquimais 

indiferenciadas. O PDT foi de 29,78h. AR aos 21 dias demonstrou aumento de nódulos 

minerais in vitro, no grupo OM/RESV (p ≤ 0.01 x OM) pelo teste t de Student. O transcriptoma 

mostrou que, dentre os genes com log2FoldChange < -1.5 ou > 1.5 (genes diferencialmente 

expressos - DGEs), 915 pertenciam ao grupo OM e 834 ao grupo OM/RESV, com 48 DGEs em 

comum. Em relação aos genes marcadores osteogênicos, ALPL, BGLAP, IBSP e SP7 foram mais 

expressos no grupo OM/RESV (log2FoldChange). Análises de enriquecimento gênico mostram 

o Resveratrol como modulador de diversas vias de sinalização associadas à osteogênese, como 

a via Hedgehog (Hh) e Notch. Nas análises KEGG, WikiPathways e Hallmarks, a expressão 

gênica de ligantes da via Hh (DHH, IHH e SHH), receptores de membrana (PTCH1 e SMO) e os 

fatores de transcrição (FTs) GLI1, GLI2 e GLI3 apresentaram-se mais enriquecidos, enquanto o 



 
 

regulador negativo da via RAB23, menos enriquecido no grupo OM/RESV (NOM p value ≤ 0,05; 

FDR q value ≤ 0,25). De acordo com os mesmos parâmetros, a expressão gênica dos receptores 

da via Notch (NOTCH1, NOTCH2 e NOTCH3), o ligante JAG1 e o FT HES1 também foram mais 

enriquecidos no grupo OM/RESV. O Resveratrol é um modulador de vias de sinalização e genes 

associados à osteogênese, e sua ação pode estar relacionada ao aumento do potencial 

osteogênico de PDLCs com baixo potencial osteogênico observado in vitro.  

 

Palavras-chave: Transcriptoma. RNA-Seq. Célula. Periodontal. Osteogênese. Vias de 

Sinalização. Genes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

It is essential to understand the molecular mechanisms involved in bone formation and 
regeneration for improving and developing new medical treatments. Within the area of bone 
and tissue regeneration, periodontal ligament cells (PDLCs) have great potential and have 
been studied. However, heterogeneity in its osteogenic potentials has a direct impact on 
expected clinical results. Resveratrol is a compound used as an osteoinductor and as a 
treatment for osteoporosis, however, its exact osteogenic mechanisms in PDLCs have not yet 
been fully clarified. Thus, the aim of the study was to investigate which signaling pathways and 
genes, related to osteogenesis, are modulated by Resveratrol in PDLCs of low osteogenic 
potential (l-PDLCs). L-PDLCs were characterized for multipotentiality (flow cytometry), 
population doubling time (PDT) and osteogenic potential (Alizarin Red - AR). Three 
independent experiments were carried out with the following groups: DMEM - PDLCs not 
induced to osteogenic differentiation, OM - PDLCs induced to osteogenic differentiation for 
10 days and OM/RESV - PDLCs pre-treated with Resveratrol 0.1 uM for 3 days followed by 
osteogenic induction for 10 days. After 21 days, staining with AR was performed. At 10 days, 
RNA was extracted, sequencing was performed and Bioinformatics analyses conducted. The 
cell population was classified as l-PDLCs by comparison with the other population of PDLCs 
that demonstrated significantly higher deposition capacity of mineral nodules (p ≤ 0.01). 
Cellular phenotyping demonstrated the presence of CD105 and CD166 cell surface markers 
and the absence of CD34 and CD45, indicating the presence of undifferentiated mesenchymaL 
cells. The PDT was 29,78 h. AR at 21 days showed an increase in mineral nodules in vitro in the 
OM/RESV group (p ≤ 0.01 x OM) by student's t-test. The transcriptome showed that, among 
the genes with log2FoldChange < -1.5 or > 1.5 (differentially expressed genes - DGEs), 915 
belonged to the OM group and 834 to the OM/RESV group, with 48 DGEs in common. Related 
to osteogenic marker genes, ALPL, BGLAP, IBSP and SP7 were more expressed in the OM/RESV 
group (log2FoldChange). Gene enrichment analyses show Resveratrol as a modulator of 
several signaling pathways associated with osteogenesis, such as hedgehog (Hh) and Notch 
pathways. In the KEGG, WikiPathways and Hallmarks analyses, the gene expression of Hh 
pathway ligands (DHH, IHH and SHH), membrane receptors (PTCH1 and SMO) and 
transcription factors (TFs) GLI1, GLI2 and GLI3 were more enriched, while the negative 
regulator of the RAB23 pathway, less enriched in the OM/RESV group (NOM p value ≤ 0.05; 
FDR q value ≤ 0.25). According to the same parameters, the gene expression of the Notch 
pathway receptors (NOTCH1, NOTCH2 and NOTCH3), the JAG1 binder and TF HES1 were also 
more enriched in the OM/RESV group. Resveratrol is a modulator of signaling pathways and 
genes associated with osteogenesis, and its action may be related to the increase in the 
osteogenic potential of PDLCs with low osteogenic potential observed in vitro. 
 
Key-words: Transcriptome. RNA-Seq. Cell. Periodontal. Osteogenesis. Signaling pathways. 
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1 INTRODUÇÃO 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo composto principalmente de matriz mineral e 

matriz orgânica (Wang et al., 2012; Walmsley et al., 2016) que possui capacidade intrínseca 

de regeneração como parte do processo de reparo em resposta a lesões durante o 

desenvolvimento esquelético e durante a remodelação contínua que ocorre ao longo da vida 

adulta (Bates & Ramachandran, 2007). A regeneração óssea é composta por uma série bem 

orquestrada de eventos biológicos de indução e condução óssea, envolvendo diversos tipos 

celulares e vias de sinalização molecular intracelular e extracelular, com uma sequência 

temporal e espacial definível, com o objetivo de reparar e restaurar a função esquelética (Cho 

et al. 2002). Entretanto, apesar de o tecido ósseo apresentar capacidade considerável em se 

reparar, regenerar e continuar sendo um órgão ativo através da remodelação contínua 

durante a vida adulta, existem situações adversas nas quais a regeneração é necessária em 

grandes quantidades, como em reconstruções de grandes defeitos ósseos resultantes de 

traumas, infecções, ressecções tumorais e anormalidades esqueléticas, ou em casos onde o 

processo de regeneração está comprometido como por exemplo quando há presença de 

necrose avascular ou osteoporose (Dimitriou et al., 2011; Majidinia, 2018).  

Um desafio constante na Odontologia, é o manejo dos defeitos infra ósseos resultantes 

do processo patológico da doença periodontal. Os tratamentos para restaurar os tecidos 

perdidos em decorrência da doença periodontal se dividem em intervenções cirúrgicas e não-

cirúrgicas. Dentro das intervenções cirúrgicas, o uso de células-tronco mesenquimais 

(mesenchymal stem cells, MSCs), associadas ou não a biomateriais, tem sido proposto como 

uma alternativa promissora em tratamentos regenerativos devido a sua larga distribuição em 

tecidos adultos e capacidade de diferenciação em diversos tecidos (Takewaki et al., 2017; Tassi 

et al., 2017). Em 2006, a Sociedade Internacional para Terapia Celular (International Society 

for Cellular Therapy - ISCT) definiu critérios mínimos para a caracterização dessas células, 

sendo eles: aderência ao plástico quando mantidas em condições de cultura celular; expressar 

marcadores de superfície como CD105, CD73 e CD90; não expressarem os marcadores CD45, 

CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e moléculas de superfície HLA-DR. Além disso, devem 

ser capazes de se diferenciar em pelo menos três linhagens celulares - osteoblastos, adipócitos 

e condroblastos in vitro (Dominici et al., 2006).  
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Alguns estudos envolvendo essas células demonstraram regeneração de tecidos 

danificados, mínima morbidade do sítio doador, comparado com enxertos autógenos, e baixo 

risco de rejeição autoimune e transmissão de doenças (Moshaverinia et al., 2013; Mastrolia 

et al., 2019).  Células indiferenciadas podem ser isoladas a partir de diversos tecidos como a 

medula óssea (BMSCs), o tecido adiposo (ASCs) (Zuk et al., 2001; Mizuno et al., 2002) e os 

tecidos odontogênicos (Gronthos et al., 2000; Miura et al., 2000; Zhang et al., 2009; Seo et al., 

2004). Um estudo realizado em 2017 por Ai et al. comparou células derivadas da polpa dental, 

do ligamento periodontal e do folículo dental e observou que as células derivadas do 

ligamento periodontal (PDLCs) apresentaram maiores níveis de transcrição de fatores 

osteogênicos relacionados às vias osteogênicas como CD109, SMAD3, ALP, OCN e RUNX2, 

maior potencial osteogênico in vitro e maior capacidade de formação óssea in vivo em relação 

às células derivadas do folículo dental e da polpa.  Entretanto, em estudo realizado por Saito 

et al., em 2014, clones de PDLCs enriquecidos com marcador de superfície CD105, 

demonstraram que, mesmo quando derivados de uma mesma população celular, podem 

apresentar heterogeneidade de deposição de matriz mineral in vitro, podendo, portanto, 

apresentar potenciais osteogênicos distintos. Recentemente, nosso grupo de estudo 

investigou como o RG108, um inibidor de DNMTs, poderia modular epigeneticamente genes 

marcadores ósseos e de multipotencialidade, aumentando a deposição de matriz mineral em 

PDLCs com baixo potencial osteogênico (Assis et al., 2021). Nesse sentido, é essencial 

investigar e identificar as possíveis causas da heterogeneidade apresentada por PDLCs com 

relação ao potencial osteogênico, pois isto pode se apresentar-se como um fator limitante à 

aplicabilidade clínica em tratamentos de regeneração tecidual. Além disso, a possibilidade de 

direcionar o comprometimento celular e utilizar osteoindutores para aumentar o potencial 

osteogênico em PDLCs com baixo potencial osteogênico, pode ser benéfica, aumentando a 

previsibilidade de resultados de regeneração. 

O Resveratrol, um polifenol natural amplamente encontrado na natureza e 

comumente presente nas dietas através da uva preta, vinho tinto, amendoins, açaí, e outras 

espécies de plantas (Raut et al., 2019), demonstrou ter potencial osteoindutor. Associado à 

prevenção e tratamento da osteoporose, mostrou estimular a proliferação e diferenciação 

osteogênica de células pré-osteoblásticas, aumentou a densidade mineral óssea, preveniu 

danos oxidativos e osteoclastogênese, prevenindo a osteoporose em experimentos in vivo 
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(Mobasheri, 2013; Weng, 2017; Feng, 2018; Yang, 2019). Também demonstrou resultados 

promissores quanto ao aumento da densidade mineral óssea e fosfatase alcalina in vivo, 

afetando positivamente a formação ou mineralização óssea em pacientes obesos (Ornstrup et 

al., 2014). Em MSCs senescentes, ativou a via MAPK de sinalização aumentando a 

diferenciação osteogênica (Zhou et. al, 2019). Em ratos expostos à inalação da fumaça de 

cigarro, otimizou o reparo de defeitos ósseos de tamanhos críticos (Franck et al., 2018), além 

de reverter mudanças transcricionais e epigenéticas causadas pelo cigarro em genes 

relacionados ao osso e à maquinaria epigenética (Lameira et al., 2018). 

 A diferenciação osteogênica se dá através da ativação de vias e cascatas de sinalização, 

compostas por moléculas sinalizadoras que apresentam funções específicas. Durante a 

osteogênese, diversas vias de sinalização podem estar envolvidas, como por exemplo a via 

TGF-β/BMPs (Transforming growth factor-beta/bone morphogenic protein) canônica ou não-

canônica, a via Wnt (Wingless-Type) canônica, não-canônica ou de polaridade planar, a via do 

Cálcio (Ca2+), a via FGF (Fibroblast Growth Factor), a via IGF (Insulin-like Growth Factor), a via 

Hedgehog e a via Notch de sinalização (Chen et al., 2012; Hayrapetyan et al., 2015). 

Para que haja um melhor entendimento dos mecanismos regulatórios dessas vias é 

necessária uma análise transcricional do genoma. Através do RNA-Seq, método de análise que 

utiliza o sequenciamento de próxima geração (Next-Generation Sequencing, NGS), é possível 

investigar sistemática e imparcialmente as informações biológicas celulares em larga escala 

ou em todo o genoma (Kebschull et al., 2017; Qi et al., 2017).  

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo avaliar se o Resveratrol pode aumentar 

o potencial osteogênico em l-PDLCs, investigando quais vias de sinalização e genes 

relacionados à osteogênese foram modulados. Explorar os mecanismos celulares relacionados 

à osteogênese e a possibilidade de aumento do potencial osteogênico com osteoindutores 

poderá beneficiar as abordagens clínicas de regeneração tecidual. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

Com o fim da Segunda Guerra Mundial, em 1945, foi necessário iniciar um extenso 

programa de pesquisa em relação aos efeitos da radiação no corpo humano. Um desses 

efeitos foi a destruição de células na medula óssea, levando pacientes expostos à altas doses 

de radiação a um grave quadro de anemia. O tratamento proposto apresentava como lógica 

o transplante de medulas-ósseas não afetadas. O próximo passo, seguindo o mesmo 

raciocínio, foi o tratamento de neoplasias hematológicas a partir de ablação induzida por 

radiação, seguida de transplante de medula-óssea de doadores. Apesar dos problemas 

inesperados em relação à rejeição imunológica, foi a partir desse momento que se iniciaram 

as pesquisas em relação às células da medula óssea (BMSCs) que até hoje, mais de 50 anos 

depois, continuam a ser alvo de estudos e ensaios clínicos para o tratamento de diversas 

condições e doenças (Armstrong et al., 2012). 

Os tecidos hematopoiéticos da medula óssea fornecem continuamente células 

sanguíneas diferenciadas, as quais tem função essencial para a vida; essas células apresentam 

curto tempo de vida e não apresentam auto renovação; portanto, a reposição dessas células 

depende da existência de células que não só produzam novas cópias delas mesmas, mas 

também que deem origem a novas células diferenciadas para manter a função sanguínea. Em 

1963, James Till, Ernest McCulloch e Becker demonstraram pela primeira vez as células-tronco 

hematopoiéticas (HSC), as quais são a base do sistema hematopoiético descrito acima, ao 

mostrarem que um número limitado de BMSCs podia dar origem a colônias clonais de células 

eritróides e mieloides nos baços de ratos irradiados. 

Células-tronco tem a capacidade de auto renovação e de dar origem a diversos tipos 

de linhagens celulares. Em termos gerais, existem dois tipos principais de células-tronco, 

embrionárias e não embrionárias. As células-tronco embrionárias (ESCs) são derivadas da 

massa interna celular do blastocisto e podem se diferenciar em células das três camadas 

germinativas. Entretanto, a formação de teratomas e questões éticas dificultam pesquisas e 

aplicações clínicas com esse tipo celular. Por outro lado, células-tronco não-embrionárias, 

geralmente células-tronco adultas, são de alguma forma especializadas e apresentam 

potencial de diferenciação limitado. Essas células podem ser isoladas a partir de diversos 

tecidos e são atualmente as células mais utilizadas na área de Medicina Regenerativa. 
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Recentemente, outro tipo de célula-tronco não-embrionária, conhecida como célula-tronco 

pluripotente induzida (iPSC) emergiu como uma grande descoberta na biologia regenerativa, 

pois são células geradas através da expressão forçada de fatores de transcrição definidos, os 

quais resetam o destino das células somáticas para um estado de célula-tronco embrionária 

(Wang et al., 2012). 

Um tipo de célula-tronco não embrionária, a célula-tronco mesenquimal (MSCs), tem 

gerado grande interesse no campo da medicina regenerativa por suas propriedades biológicas 

únicas. Em 1968, Friedenstein et al., na tentativa de entender como o transplante de osso 

descelularizado em sítios ectópicos gerava osso através de células de outros tecidos, 

identificou células tipo fibroblastos da medula óssea capazes de realizar osteogênese in vivo. 

Até então acreditava-se que essas células eram componentes da medula responsáveis pelo 

suporte e nutrição das funções hematopoiéticas da medula óssea, mas a habilidade de se 

diferenciarem em outros tipos celulares, como adipócitos e condrócitos, demonstraram 

outros potenciais de linhagem. Dessa forma, a multipotencialidade das células fibroblásticas 

aderentes foi reconhecida e estas passaram a ser conhecidas como MSCs (Armstrong et al., 

2012).  

Devido à dificuldade na obtenção das BMSCs, incluindo dor, morbidade e baixo número 

celular na coleta, outras fontes celulares têm sido amplamente buscadas e estudadas. MSCs 

derivadas do tecido adiposo por lipectomia assistida por sucção (lipoaspiração) (Zuk et al., 

2001; Mizuno et al., 2002) e populações tipo-MSCs a partir do cordão umbilical foram isoladas 

e caracterizadas (Mareschi et al., 2001). Tecidos odontogênicos também demonstraram ser 

fonte de obtenção de MSCs, como a polpa dental (Gronthos et al., 2000), dentes decíduos 

esfoliados (Miura et al., 2000), tecidos gengivais (Zhang Q et al., 2009), papila apical 

(Sonoyama et al., 2006) e ligamento periodontal (Seo et al., 2004). Essas células têm a 

capacidade de se diferenciar em linhagens mesenquimais incluindo osteoblastos, adipócitos e 

condroblastos sob condições in vitro e in vivo (Dan et al., 2006), demonstrando sua 

importância dentro do campo da regeneração tecidual.  

O tecido do ligamento periodontal é principalmente composto de células 

mesenquimais derivadas do folículo dental, portanto, as células-tronco do ligamento 

periodontal (PDLCs) são capazes de se diferenciar em diversos tipos de linhagens celulares 
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mesenquimais (Tomokiyo et al., 2019). Em 2004, Seo et al. conseguiram diferenciar PDLCs de 

humanos em células tipo osteoblasto, as quais formaram nódulos minerais positivos para o 

ensaio de Alizarina Red, apresentando a expressão de genes marcadores relacionados à 

osteogênese. Além disso, eles também demonstraram o potencial de diferenciação das PDLCs 

em células tipo adipócito, contendo vacúolos lipídicos em seus citoplasmas e expressão de 

genes marcadores relacionados à adipogênese. Xu et al., em 2009, tiveram sucesso em gerar 

células tipo condrócitos a partir de PDLCs bem como células tipo osteoblastos e adipócitos. 

Outro estudo demonstrou que as PDLCs expostas à tensão mecânica a curto prazo podem se 

diferenciar em monócitos cardíacos expressando marcadores celulares cardíacos, actina 

sarcomérica e proteínas T da troponina cardíaca (Pelaez et al., 2017). Foi demonstrado 

também que as PDLCs apresentaram capacidade de diferenciação neurogênica 

(Techawattanawisal et al., 2007; Kadar et al., 2009; Dapeng et al., 2014; Ng et al., 2015). 

Portanto, pode-se dizer que o ligamento periodontal contém uma população de células-tronco 

imaturas que podem se diferenciar não apenas em células de linhagem mesenquimal, mas 

também em outras linhagens celulares, sendo assim, uma fonte atrativa para a medicina 

regenerativa. 

Na Odontologia, um dos principais desafios é a regeneração de defeitos infra-ósseos 

resultantes do processo de inflamação decorrente da doença periodontal. Dentre os 

tratamentos propostos para reverter esse cenário, o uso de MSCs tem sido amplamente 

estudado e proposto como uma alternativa aos tratamentos cirúrgicos e não cirúrgicos 

convencionais. Com o objetivo de promover a regeneração do tecido periodontal lesado a 

partir das PDLCs, diversos estudos in vivo foram realizados. Seo et al. transplantaram PDLCs 

de humanos com um scaffold de hidroxiapatita em defeitos periodontais formados 

artificialmente nos molares mandibulares de camundongos imunodeficientes; após 8 

semanas, confirmaram a reconstituição de cemento e estruturas tipo ligamento periodontal 

nos sítios transplantados, sugerindo a importância das PDLCs na regeneração periodontal. 

Em 2014, Ninomiya et al. também transplantaram PDLCs de ratos ou células 

diferenciadas do ligamento periodontal com discos de hidroxiapatita abaixo da fáscia dos 

músculos dorsais de ratos tipo Lewis. Após 12 semanas, novo tecido ósseo foi formado ao 

redor do disco nos ratos com PDLCs. 
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Diversos estudos tentaram regenerar os tecidos periodontais utilizando PDLC sheets 

com diversos sccaffolds e fatores de crescimento. Gao et al. criou cell sheets utilizando PDLCs 

de humanos tratadas com ostol, um derivado da cumarina, juntamente com scaffolds de 

hidroxiapatita e Beta fosfato tricálcio (β-TCP) na região dorsal dos camundongos. Após 4 

semanas, o grupo teste com as PDLCs formou maior quantidade de tecido mineralizado na 

superfície dos scaffolds do que o grupo controle.  

Em 2017, Wang et al. desenvolveram três tipos de cell sheets derivadas de PDLCs de 

humanos, de células mesenquimais do osso mandibular (JBMSCs) e a combinação de ambos. 

As células eram tratadas com fibrina rica em plaquetas e misturadas com hidroxiapatita/B-TCP 

e matriz de dentina humana, e em seguida eram transplantadas na região dorsal do 

camundongo. O grupo das PDLCs sheets produziu estruturas fibrosas enquanto o grupo das 

JBMSCs mostrou-se propenso à formação de tecido mineralizado, enquanto o grupo com os 

dois tipos celulares exibiu um balanço entre novo ligamento periodontal e tecidos ósseos. 

Suaid et al. em 2012 avaliaram o uso de PDLCs no tratamento de defeitos de furca 

classe III cirurgicamente criados em cachorros. O experimento continha 4 grupos: o grupo 

controle, no qual realizava-se o retalho reposicionado coronalmente, o grupo de Regeneração 

Tecidual Guiada (RTG), o grupo tratado com esponja + RTG e o grupo tratado com a esponja + 

PDLCs + RTG. Os resultados demonstraram que o grupo com associação das PDLCs com RTG 

promoveu maior regeneração periodontal em defeitos de furca classe III do que os demais 

grupos. 

Baseado nesses resultados, diversos ensaios clínicos foram realizados utilizando PDLCs 

autólogas. Feng et al. demonstraram transplante de PDLCs autólogas de humanos em defeitos 

infra-ósseos de bolsas periodontais profundas de três pacientes. Após 6 anos de 

acompanhamento, a reentrada cirúrgica da área implantada e através de radiografia 

demonstrou regeneração definitiva do periodonto de dois pacientes. Além disso, aos 3, 6 e 42 

meses, os três pacientes demonstraram diminuição significativa de mobilidade, profundidade 

de sondagem e aumento nos níveis de inserção. 

Shalini et al. comparou 28 pacientes com periodontite tratados com debridamento 

com retalho aberto ou debridamento com retalho aberto seguido de transplante autólogo de 

PDLCs. O tratamento com as PDLCs demonstrou melhores resultados para redução na 
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profundidade de sondagem, nível de perda de inserção clínica e aumento na densidade óssea 

mineral aos 3, 6, 9 e 12 meses no grupo debridamento com retalho aberto seguido com 

transplante autólogo, em comparação ao grupo que utilizou apenas debridamento com 

retalho aberto. 

Os estudos sugerem que o uso de PDLCs humanas autólogas para o tratamento de 

defeitos ósseos foi seguro e efetivo, entretanto, mais estudos devem ser realizados para 

entender qual o melhor protocolo de utilização dessas células uma vez que as PDLCs 

compreendem uma população de células heterogênea, com capacidade de se comprometer 

com diversas linhagens e, portanto, podem apresentar potenciais de diferenciação distintos, 

mesmo tendo a mesma fonte de origem (Lindroos et al., 2008; Saito et al., 2014). 

Dentro da medicina regenerativa, não apenas fatores de crescimento e biomateriais 

são estudados. Moléculas denominadas “pequenas moléculas” osteoindutoras vem sendo 

estudadas como alternativas mais viáveis por mostrarem redução dos efeitos colaterais e 

apresentarem bons resultados na reparação tecidual. As “pequenas moléculas” são 

componentes bioquímicos de origem natural ou sintética que elicitam respostas celulares 

através da ativação de cascatas de sinalização com a finalidade de induzir a formação óssea e 

a diferenciação celular de células-tronco (Aravamudhan et al., 2013).  Nesse sentido, é 

interessante pensar nessas moléculas não só como auxiliares da engenharia tecidual, mas 

também como alternativas para aumentar o potencial osteogênico de MSCs uma vez que 

essas apresentam população heterogênea. 

Dentro desse grupo de moléculas, podemos citar o Resveratrol, também conhecido 

como 3,4’, 5-trihydroxystilbene, que é um polifenol membro da classe dos estilbenos (Baur, 

2006). A história desse composto pode ser traçada desde milhares de anos atrás. O primeiro 

uso conhecido de extratos de uvas para a saúde humana é datado de mais de 2000 anos atrás, 

a partir de uma preparação indiana de ervas muito conhecida chamada “darakchasava” na 

qual o ingrediente principal é Vitis vinífera L. Esse medicamento é prescrito como cardiotônico 

e também é utilizado para o tratamento de outras desordens (Paul et al., 1999). O uso de uvas 

secas como cardiotônico é bem documentado. A análise de cromatografia líquida de alto 

desempenho (HPLC) de “darakchasava” revelou polifenóis como o Resveratrol e 

pterostilbeno. Essa formulação antiga se tornou interessante devido aos conhecimentos 

adquiridos recentemente em relação ao Resveratrol (Aggarwal et al., 2004). 
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O Resveratrol foi identificado pela primeira vez em 1940 como um componente das 

raízes da planta Heléboro Branco - Veratrum grandiflorum O. Loes (Takaoka, 1940) e em 

seguida nas raízes secas de Polygonum cuspidatum também chamada de Ko-jo-kon em 

japonês, utilizada na Medicina Chinesa e Japonesa no tratamento de dermatite supurativa, 

gonorréia favus, tinea pedis e hiperlipemia (Aggarwal et al., 2004). Em 1976, foi identificado 

Resveratrol na epiderme da folha e na pele de bagas de uvas, mas não em seu “corpo” 

(Langcake and Pryce, 1976; Langcake and McCarthy, 1979; Creasy e Coffee, 1988). Sabe-se 

que esse composto é produzido por ampla variedade de plantas além das uvas, como os 

amendoins e amoras em resposta ao estresse, injúria, radiação ultravioleta (UV) e infecções 

fúngicas. Quanto à concentração de Resveratrol, as peles de uvas frescas contêm 50-100 mg 

de Resveratrol por grama de uva, e nos vinhos varia de 0,2 mg/l a 7,7 mg/l.  O achado 

epidemiológico da relação entre o consumo de vinho tinto e a incidência de doenças 

cardiovasculares tem sido chamado de “O paradoxo francês” (Kopp, 1998; Sun and Sun, 2002) 

e devido à inúmeras razões, os efeitos cardioprotetores dos vinhos tintos têm sido atribuídos 

ao Resveratrol (Hung et al., 2000). Dentre esses efeitos, pode-se incluir a supressão da 

peroxidação lipídica e a síntese de eicosanoides, a inibição da agregação plaquetária e 

atividades anti-inflamatórias e vasorrelaxantes (Bhat et al., 2001). Inúmeros relatos indicam 

que o Resveratrol tem efeitos antivirais contra o HIV-1 (Heredia et al., 2000) e contra o vírus 

herpes simples (Docherty et al., 1999; Docherty et al., 2004), demonstrando também ter 

efeitos antibacterianos (Chan, 2002), incluindo a inibição do crescimento de diferentes cepas 

de Helicobacter pylori (Daroch et al., 2001; Mahady et al., 2003; Mahady and Pendland, 2000). 

Atividades anticancerígenas também são associadas ao Resveratrol, uma vez que este 

demonstrou propriedades anticancerígenas relacionadas às vias de sinalização afetadas, 

interações entre proteínas, modulação de fatores de transcrição, indução de genes e 

regulação de atividades enzimáticas; em estudos in vitro, mostrou-se farmacologicamente 

seguro e passível de uso para o tratamento e prevenção do câncer (Aggarwal et al., 2004). 

Outro campo que vem sendo muito explorado levando em consideração os efeitos do 

Resveratrol é o campo do antienvelhecimento devido às propriedades antioxidantes desse 

composto, as quais demonstraram atrasar o processo de envelhecimento (Novelle et al., 2015; 

Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2014).  
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Além dos efeitos cardioprotetores, anti-inflamatórios, antibacterianos, 

anticancerígenos e antienvelhecimento, o Resveratrol também apresenta relação com a 

formação óssea, com inibição da atividade de osteoclastos, estimulação da diferenciação de 

osteoblastos, agindo contra a perda óssea em ratos ovariectomizados (Zhou, 2019). Nesse 

sentido, muitos estudos relacionados ao tratamento da osteoporose têm focado no 

Resveratrol como forma de tratamento ou atenuação da doença. Em 2017, Wang et al., 

confirmaram em experimento in vivo que o Resveratrol aumentou significantemente a 

densidade mineral óssea e inibiu as porcentagens dos picos de carga e rigidez em ratos com 

osteoporose. Além disso, demonstraram como benefícios adicionais do Resveratrol a inibição 

dos níveis séricos de fosfatase alcalina (ALP) e osteocalcina (OCN) em ratos com osteoporose, 

mediando a via de sinalização SIRT1-NF-κB. Outro estudo in vivo demonstrou que o 

Resveratrol aumentou a atividade transcricional de FoxO1 inibindo a via de sinalização 

PI3K/AKT obtendo efeitos preventivos contra danos oxidativos e também a inibição da 

osteoclastogênese, prevenindo a osteoporose em ratas ovariectomizadas (Feng et al., 2018). 

Ainda envolvendo a via PI3K/AKT, outro estudo demonstrou a ação do Resveratrol como 

protetor de osteoblastos, através do aumento da mitofagia mediada por SIRT1 e pela via de 

sinalização PI3K/AKT/mtoR, em ratos com osteoporose (Yang et al., 2019). 

O tratamento com Resveratrol também foi avaliado em situações envolvendo o 

tabagismo. Kolkesen em 2016, investigou os efeitos do cigarro juntamente com a 

administração de Resveratrol em ratos expostos à fumaça do cigarro e tiveram defeitos ósseos 

criados em seus fêmures. Os resultados demonstraram que a fumaça do cigarro causou 

redução nos números de osteoblastos presentes e que nos grupos com administração do 

Resveratrol, houve maior número de áreas com nova formação óssea, demonstrando que o 

uso desse composto ajudou a reduzir os efeitos adversos causados pelo tabagismo. Além 

desse estudo, Franck et al., também avaliaram o efeito do Resveratrol na cicatrização óssea e 

sua influência na expressão de genes marcadores osteogênicos em ratos expostos à fumaça 

do cigarro; os autores concluíram que o Resveratrol otimizou o reparo de defeitos ósseos de 

tamanho crítico, aumentando a expressão de importantes marcadores de remodelação óssea. 

Ainda em estudos in vivo avaliando os efeitos do Resveratrol, Casarin et al., em 2014, 

investigaram o efeito do Resveratrol na cicatrização óssea e a sua influência na expressão de 

genes marcadores osteogênicos a partir de um experimento onde dois defeitos foram criados 
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em calvária de ratos e um implante de titânio foi inserido na tíbia desses animais, e em 

seguida, os ratos receberam diariamente medicação placebo ou 10 mg/kg de Resveratrol. Ao 

final do experimento, foi demonstrado que o grupo tratado com Resveratrol apresentou 

aumento dos valores de contra torque na remoção do implante comparado com o grupo 

controle. Houve também aumento da expressão de genes marcadores osteogênicos como 

bmp2, bmp7 e spp1 no grupo tratado com Resveratrol, concluindo, portanto, que o 

Resveratrol melhorou o reparo dos defeitos ósseos e a retenção biomecânica dos implantes. 

Além disso, Lameira et al. investigaram, em 2018, os efeitos da fumaça de cigarro e ingestão 

de Resveratrol na modulação de genes relacionados ao reparo ósseo através de mecanismos 

epigenéticos nos níveis globais e específicos após 30 dias da criação de defeitos em calvária 

de ratos. Os autores demonstraram que o Resveratrol reverte as mudanças epigenéticas e 

transcricionais causadas pela fumaça do cigarro em ambos os níveis, nos genes relacionados 

à maquinaria epigenética e à regulação óssea, enfatizando o Resveratrol como um modulador 

biológico para a fumaça de cigarro em ratos. 

O Resveratrol também tem sido avaliado em estudos envolvendo MSCs. Em 2011, 

Tseng et al. investigaram os mecanismos de modulação do comprometimento das MSCs 

embrionárias à osteogênese ao invés da adipogênese através do tratamento com Resveratrol, 

e constataram que esse composto promoveu osteogênese espontânea e preveniu a 

adipogênese. Além disso, demonstraram que o Resveratrol aumentou a expressão de genes 

relacionados à linhagem osteogênica como RUNX2, BGLAP e OCN constatando que esses 

efeitos foram mediados principalmente através da via SIRT1/FOXO3A. Lv et al., em 2018, 

avaliaram a aplicação intermitente de Resveratrol, in vivo, em células indiferenciadas 

senescentes da medula óssea e concluíram que o tratamento aumentou a diferenciação 

osteogênica dessas células. Além disso, o Resveratrol também demonstrou suavizar a 

osteoporose através da diferenciação osteogênica de BMSCs (Chen et al., 2019), melhorar a 

diferenciação osteogênica de MSCs senescentes (Zhou et al., 2019) e aumentar a diferenciação 

osteogênica e biogênese mitocondrial de células mesenquimais derivadas do periósteo (Moon 

et al., 2020). 
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 3 PROPOSIÇÃO 
O objetivo deste estudo foi avaliar se o Resveratrol pode aumentar o potencial osteogênico 

em l-PDLCs, investigando quais vias de sinalização e genes relacionados à osteogênese foram 

ativados. Compreender mecanismos moleculares envolvidos na formação óssea pode 

aprimorar abordagens clínicas de regeneração tecidual, especialmente em células que 

apresentam baixo potencial osteogênico.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Coleta e cultura celular 

 

As células foram coletadas a partir do ligamento periodontal de terceiros molares inclusos 

com indicação de exodontia, extraídos de dois pacientes entre 18 e 22 anos de idade, um do 

sexo masculino outro do sexo feminino, sistemicamente saudáveis, não fumantes e não 

gestantes, após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo 

Comitê de Ética de Faculdade de Odontologia de Piracicaba – FOP UNICAMP 

(CAAE55588816.4.0000.5418).  

 

Para obtenção das células do ligamento periodontal (PDLC), o terço médio da raiz do dente foi 

raspado e em seguida digerido enzimaticamente durante 1 hora a 37 oC. Uma vez digeridas, 

as amostras foram filtradas para que suspenções de células únicas fossem obtidas e em 

seguida cultivadas em meio de biópsia – Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM - Thermo 

Fisher Scientific, Cat # 11965118, EUA) – com alta glicose e suplementado com soro fetal 

bovino (FBS - Thermo Fisher Scientific, Cat # 12657029, EUA) a 10 % e Anti-Anti (Gibco, Cat # 

15240-062, EUA) a 1 % e mantidas em incubadora umidificada a 37 oC com CO2 atmosférico a 

5 %.  

 

Após 5 dias, o meio de biópsia foi trocado por meio de crescimento celular, que consiste em 

DMEM, suplementado com FBS a 10 % e penicilina a 100 U/ml e estreptomicina a 100 mg/ml 

(Thermo Fisher Scientific, Cat # 15140148, EUA). As células foram cultivadas em frascos de 

poliestireno de 75 cm2 (Corning Incorporated, EUA) e quando atingiram a subconfluência (7-

10 dias), realizava-se a suspensão celular com solução de Tripsina – EDTA a 0,25 % (Thermo 

Fisher Scientific, Cat #25200072, EUA) para obtenção do estoque celular, que foi congelado 

em meio de congelamento (Recovery Freezing Medium –Thermo Fischer Scientific, Cat 

#12648010, EUA) e armazenado em tanque de nitrogênio líquido. 

A metodologia descrita acima está de acordo com os protocolos estabelecidos por Silvério e 

colaboradores (Silvério et al., 2010). 

 

 

4.2 Análises de indiferenciação e multipotencialidade celular 
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As duas populações celulares coletadas foram caracterizadas quanto ao potencial osteogênico 

e adipogênico e as l-PDLCs quanto ao seu estado de indiferenciação celular. 

 

 

4.2.1 Caracterização da multipotencialidade 

 4.2.2.1 Diferenciação osteogênica: Para determinação do potencial osteogênico, as 

duas populações celulares foram plaqueadas em placas de 12 poços na concentração de 3,1 x 

104 células/poço e induzidas à diferenciação osteogênica. O grupo controle e o grupo induzido 

à diferenciação foram plaqueados em triplicata. Após a adesão celular, foi realizado o 

starvation e 24 horas depois, a indução osteogênica foi iniciada com o meio de indução (OM) 

composto pelo meio de crescimento celular juntamente com ácido ascórbico na concentração 

de 50 mg/mL (Sigma-Aldrich, Cat #A4544, EUA), β-Glicerofosfato a 1 % (Sigma-Aldrich, Cat 

#G9422, EUA) e 0,1 % de 10-8 M de dexametasona (Sigma-Aldrich, Cat #D2915, EUA). 

 A diferenciação osteogênica se estendeu por 21 dias com a troca do meio osteogênico 

a cada 3 dias. Ao final do experimento, foi realizado o ensaio de coloração com vermelho de 

Alizarina (Alizarin Red – AR), no qual as células foram fixadas com etanol 70 % durante 30 

minutos e em seguida coradas com solução de AR (Sigma-Aldrich, Cat # A5533, Alemanha) 

(AR-S 40mM, pH 4,2) por 15 minutos para que os depósitos de minerais fossem corados. A 

solução de AR foi retirada e as amostras lavadas cinco vezes com água destilada e uma vez 

com solução salina tamponada com fosfato de Dulbecco, sem cálcio e magnésio (Dulbecco's 

Phosphate-Buffered Saline, no calcium, no magnesium - DPBS-) (Gibco, Cat # 14190-144, EUA) 

para remoção de manchas não específicas. 

 

Para a quantificação, 1mL de cloreto de cetilpiridínio a 10 % (Cetylpyridinium Chloride - CPC) 

(MP Biomedicals, Cat # 190177, França) foi adicionado em cada poço para eluir o AR-S. As 

amostras foram plaqueadas em uma placa de 96 poços juntamente com uma curva padrão na 

mesma placa. A quantificação espectrofotométrica a 562 nm foi realizada comparando as 

amostras com a curva padrão por meio de um leitor de microplacas (VersaMax, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, EUA). 

 4.2.2.2 Diferenciação adipogênica: O ensaio para a diferenciação adipogênica 

consistiu no experimento no qual as células de ambas as populações celulares foram 
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plaqueadas na concentração de 3,1x104 células/poço, em placa de 12 poços. Os meios foram 

trocados a cada 3 dias, até que as células atingissem a confluência. Em seguida, a indução 

adipogênica foi iniciada, seguindo o protocolo de acordo com as recomendações do 

fabricante. A indução adipogênica consistiu em 3 ciclos de indução, sendo que em cada ciclo 

as células ficaram 3 dias em meio de indução e 3 dias em meio de manutenção e mais um ciclo 

de manutenção final de 7 dias, totalizando 25 dias. Os meios de cultura utilizados foram o 

hMSC differentiation BulletKitTM – adipogenic e o Adipogenic maintenance medium (ambos 

Lonza, Walkersville, MD, EUA). O grupo controle não sofreu estímulo para diferenciação 

adipogênica e foi mantido em meio de manutenção durante os mesmos 25 dias, 

concomitantemente ao grupo induzido. Ao término deste período, os meios de cultura foram 

removidos e o protocolo para coloração por Oil Red foi seguido para todos os grupos. 

 

4.2.2 Caracterização de indiferenciação 

 

A avaliação da indiferenciação celular foi realizada através de citometria de fluxo com 

citômetro de fluxo FACSCalibur conectado ao programa CellQuest, com 105 células/tubo. Os 

antígenos de superfície avaliados foram: CD105/APC, CD166/PE, CD34/FITC e CD45/PerCP (BD 

Biosciences, San Diego, CA, EUA) (Dominici et al.,2006; Seo et al.,2004). 

 

 

 

4.3 Tempo de duplicação celular – curva de crescimento celular  

 

O ensaio de tempo de duplicação populacional (Population Doubling Time – PDT) foi realizado 

para determinação do tempo de duplicação celular e da curva de crescimento exponencial 

celular das PDLCs. Para esse ensaio, 1 ml de suspensão de cada uma das populações celulares 

foi plaqueado em cada poço, em meio de crescimento celular em placa de 24 poços em três 

densidades celulares diferentes. O experimento foi repetido de forma independente duas 

vezes. 
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Figura 1 - Desenho esquemático do ensaio de PDT (Population Doubling Time). Uma placa de 24 poços foi 

utilizada para plaquear 1 ml de suspensão das l-PDLCs em cada poço, em meio de crescimento, em três 

densidades celulares diferentes, durante 7 dias. Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Após a adesão celular, as células correspondentes ao tempo 0 (3 horas após o 

plaqueamento) foram lavadas e fixadas com solução gelada de ácido 

tricloroacético (Trichloroacetic Acid - TCA) 5 % e etanol 90 %. As demais células foram lavadas 

e fixadas a cada 24h, durante 7 dias. Após 7 dias, as células foram lisadas e a 

proliferação celular nos diferentes períodos foi determinada a partir da absorbância 

medida em 260 nm, que corresponde ao conteúdo total de ácidos nucleicos celulares. Os 

cálculos foram realizados a partir das concentrações iniciais de plaqueamento, encontrando-

se o log natural l(n) para as concentrações, para cada 

uma das populações celulares. Em seguida, a partir de uma regressão linear de ln 

(variável dependente) de cada uma das populações celulares x tempo (variável 

independente), encontrou-se o coeficiente linear angular da reta (μ). O cálculo do PDT foi 

realizado a partir da equação g = ln2/μ, na qual ln2 é 0.30103. A partir desse resultado, o 

gráfico com a curva de crescimento e o fit linear foi gerado. Para os cálculos, foi utilizado o 

programa estatístico STATA 12.0 (StataCorp LP, College Station, Texas, EUA). O cálculo do PDT 

foi baseado em publicações anteriores (Assis et al., 2018; Assis et al., 2021). 
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4.4. Ensaio de viabilidade celular – Avaliação da citotoxicidade do Resveratrol 

 

O experimento para avaliação de citotoxicidade foi realizado para determinar a concentração 

de Resveratrol a ser utilizada. As l-PDLCs foram plaqueadas a uma densidade de 0,5 x 104 por 

poço em microplacas de 96 poços e cultivadas por 24 h em estufa úmida a 37 oC contendo 5 

% de CO2. Ao atingirem a confluência, as células foram tratadas com as seguintes 

concentrações de Resveratrol, diluídas em meio de cultura DMEM puro: 0 μM/L, 0,1 μM/L e 1 

μM/L  (Anexo 1). A substituição do meio contendo Resveratrol foi feita a cada 72h. O grupo 

controle foi conduzido com DMEM, SFB a 10 %, suplementado com Pen/Strep. Em seguida, a 

viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redução do MTT. Esse experimento se baseia na 

medida do possível dano que o agente em estudo pode causar ao metabolismo celular de 

glicídios, através da avaliação da atividade de desidrogenases mitocondriais. A redução do 

MTT (sal de tetrazólio de coloração amarela e solúvel em água) a formazan (sal de coloração 

arroxeada e insolúvel em água) pelas desidrogenases mitocondriais pode ser quantificada, 

inferindo-se assim, sobre a viabilidade mitocondrial e, portanto, sobre a viabilidade celular. 

Dessa forma, a redução de MTT a formazan é diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial. A atividade mitocondrial foi estimada comparando-se os valores de absorbância 

do controle com os valores de absorbância das células tratadas, sendo os valores expressos 

em porcentagem em relação ao controle (100 %).  

 

4.5 Avaliação da indução osteogênica pelo Resveratrol 

Foram realizados dois tipos de tratamento das células l-PDLCs com Resveratrol. No primeiro, 

as células foram pré-tratadas durante 72 horas com 0,1 uM de Resveratrol e em seguida 

iniciou-se a diferenciação osteogênica. No segundo, as células foram tratadas com 0,1 uM de 

Resveratrol a cada 3 dias, durante os 21 dias de indução osteogênica (Anexo 1). O pré-

tratamento durante 72 horas induziu maior formação de nódulos minerais in vitro. Portanto, 

para avaliação do efeito do Resveratrol na indução osteogênica das l-PDLCs, induziu-se as 

células à diferenciação osteogênica durante 21 dias, de acordo com os seguintes grupos: 

DMEM – grupo controle negativo: As células foram cultivadas em meio de cultura padrão 

(DMEM); 

OM – grupo controle positivo: As células foram cultivadas em meio osteogênico; 
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OM/RESV – grupo teste: As células foram cultivadas em DMEM e submetidas a pré-

tratamento com 0,1 μM de Resveratrol por 3 dias, seguido da indução osteogênica (OM) por 

21 dias. 

O ensaio de diferenciação osteogênica e a coloração por vermelho de alizarina (AR) foram 

realizados conforme descrito no item 4.2.2.1. 

 

Para análise qualitativa utilizamos o ensaio com Xileno Orange (Merck Millipore, 

Darmstadt, Germany), aos 14 e 21 dias de diferenciação osteogênico, in vitro. Nesses 

períodos, removemos o meio de cultura e adicionamos meio OM + 10 μM de xilenol 

Orange, por 14 horas (Wang et al., 2006). No dia seguinte, o meio de cultura com o 

xilenol foi removido, os poços lavados com PBS e realizada a fotomicrografia no 

microscópio Apotome (Zeiss). 

 

4.6 Análise do RNA-seq 

 

4.6.1 Pré-tratamento com Resveratrol 

 

Após a detecção das PDLCs com baixo potencial osteogênico e padronização da concentração 

para o tratamento com Resveratrol, procedeu-se à realização de um experimento com 

duração de 10 dias, para coleta das células e realização do RNA-Seq, como descrito a seguir. 

Esse período experimental foi escolhido, baseado em resultados anteriores que sugeriram 

modificações epigenéticas abrangentes aos 10 dias de diferenciação osteogênica e o RNA-seq 

poderia explicar, a nível transcricional, as alterações observadas ao nível de DNA. As l-PDLCs 

foram plaqueadas em meio de cultura na densidade de 2 x 105 células em placas de 6 poços, 

em triplicata para cada um dos grupos, e foram incubadas durante 24 horas para a adesão 

celular. Em seguida, foi realizado starvation por mais 24 horas. Após esse período, foi realizado 

o tratamento com Resveratrol (Sigma-Aldrich) diluído na concentração de 0,1 µM no meio de 

cultura DMEM, enquanto nos grupos controle, novo meio de crescimento celular sem 

Resveratrol foi adicionado. O meio de cultura contendo Resveratrol permaneceu durante 72 

horas (3 dias). No terceiro dia, a diferenciação osteogênica foi iniciada e se estendeu durante 

10 dias. 
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4.6.2 Indução osteogênica 

 

A indução osteogênica teve duração de 10 dias, com troca do meio osteogênico (descrito no 

item 4.2.2.1) a cada 3 dias nos grupos teste. No décimo dia, as amostras foram coletadas com 

o reagente TRIzol (Invitrogen,Cat #15596-018, EUA) de acordo com as recomendações do 

fabricante. A extração do RNA total foi realizada e em seguida tratadas com solução Turbo 

livre de DNA para remoção de DNA genômico (Ambion, Cat #1907, EUA). As amostras foram 

submetidas à análise de integridade e de concentração através do bioanalisador Agilent 2100, 

com valor de número de integridade de RNA (RNA Integrity Number – RIN) maior que 6. 

 

4.7 Sequenciamento do RNA (RNA-seq/Transcriptoma) 

 

O pool de RNA das amostras foi sequenciado a partir da Tecnologia de Nova Geração (NGS), 

um método de sequenciamento de alto rendimento que fornece uma visão sobre o 

transcriptoma de uma célula ou amostra celular permitindo a quantificação da expressão 

gênica e a comparação desse parâmetro entre os grupos avaliados.  O sequenciamento foi 

realizado com o kit Illumina TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (Illumina, Cat# RS-122-

2002, EUA), o qual foi utilizado conforme as instruções do fabricante. 

O RNA-seq consiste primeiramente na conversão das amostras de RNA em fragmentos de 

cDNA através da realização de uma biblioteca que é criada a partir da colocação de 

adaptadores em cada extremidade dos fragmentos permitindo assim o sequenciamento 

adequado. 

 

4.8 Análises de Bioinformática  

Uma vez realizado o sequenciamento do RNA, as leituras do transcriptoma foram alinhadas 

ao genoma hg19 através do programa HiSAT2. A quantificação das amostras foi feita de acordo 

com as últimas recomendações definidas no software DeSeq2. Foi utilizado um alinhador sem 

referência Salmon (Patro et al., 2017) para calcular uma contagem para cada gene, e para 

comparar os grupos, a tabela de contagem resultante foi processada pelo DeSeq2 (Love et al., 

2014). 

Os resultados de cada grupo foram submetidos às análises de Ontologia Gênica (Gene 

Ontology – GO) para obtenção da classificação dos genes separados quanto aos processos 
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biológicos e funções moleculares relacionadas através do Banco de Dados para Anotação, 

Visualização e Descoberta Integrada (Database for Annotation, Visualization, and Integrated 

Discovery - DAVID), com a remoção de termos redundantes através do REVIGO (Reduce & 

Visualize Gene Ontology) (Supek et al., 2011). 

Os termos selecionados foram os 10 principais, os quais apresentavam valor de Log10 p ≤ 1,5 

para cada grupo analisado. As análises de GO-REVIGO foram realizadas para os genes mais 

expressos e menos expressos nos grupos OM e OM/RESV e os gráficos foram gerados a partir 

do programa RStudio. Os 10 principais termos classificados pelo log10 p-valor foram 

apresentados como gráficos de barras, realizados com a utilização do pacote Bioconductor 

3.10. Os valores de log2FoldChange foram utilizados para a confecção de Heatmaps através 

do pacote Complex heatmapas package (Gu et al., 2016) e os gráficos do tipo “Volcano plot” 

foram realizados a partir do pacote Enhanced Volcano package (Blighe et al., 2019), onde os 

valores de log2FoldChange foram plotados no eixo x e o -log10p-valor, no eixo y. Os genes 

considerados diferencialmente expressos apresentavam valor de p≤ 0,05 e log2 de variação > 

2 (menos expresso) ou < -2 (mais expresso). Os genes com maiores magnitudes de mudança, 

apresentam-se mais afastados para a direita ou esquerda no eixo x. Os diagramas de Venn, 

representando os genes diferencialmente expressos foram realizados com a ferramenta 

online Interactivenn (Heberle et al., 2015). 

Também foi realizada a análise de enriquecimento de conjuntos de genes (Gene set 

enrichment analysis - GSEA), que determina, a partir de um conjunto de genes definidos a 

priori, se existe diferença estatística significativa entre dois estados biológicos (e.g. fenótipos). 

Esse método difere de estratégias tradicionais de análises de expressões genéticas que focam 

na identificação de genes individuais, que apesar de úteis, falham em detectar processos 

biológicos, como vias metabólicas, programas transcricionais e respostas ao estresse, por 

exemplo (Mootha et al., 2003; Subramanian et al., 2005) 

Essa abordagem foi realizada em nossas amostras através do software GSEA 4.1.0, o qual 

possui a base de dados Molecular Signatures Database (MSigDB), que consiste em mais de 

10,915 conjuntos de genes, divididos em 9 coleções e em diversas sub-coleções. Os conjuntos 

de genes são definidos baseados em conhecimento biológico prévio, como por exemplo 

informações já publicadas sobre vias bioquímicas ou co-expressão gênica em experimentos 

prévios. 



31 
 

Dentro dos conjuntos de genes, foram escolhidos os conjuntos Hallmarks, WikiPathways, 

Gene Ontology (GO) e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), os quais foram 

analisados a partir de uma lista com os genes e dados derivados do RNA-seq de nossas 

amostras. 

Os resultados apresentados pelo GSEA baseiam-se na hipótese de que genes envolvidos em 

processos biológicos ou vias de sinalização similares são regulados coordenadamente. 

Portanto, se alguma perturbação ativa uma via, os genes dos conjuntos de genes associados 

serão coordenadamente mais regulados e esse padrão pode ser identificado utilizando testes 

estatísticos (Powers et al., 2018). 

O relatório final do programa computa quatro estatísticas chave para a análise do 

enriquecimento dos grupos de genes: o escore de enriquecimento (ES), o escore de 

enriquecimento normalizado (NES), a taxa de descoberta falsa (FDR), e o p valor nominal 

(NOM). 

O ES é o resultado primário da análise de enriquecimento, e reflete o degrau pelo qual um 

conjunto de genes está super-representado no topo ou no final do rank da lista de genes. Ele 

é calculado a partir da presença ou não de um gene da lista no conjunto de genes. Um ES 

positivo indica enriquecimento do conjunto de genes no topo da lista e um ES negativo indica 

enriquecimento ao final da lista. 

Já o NES, é a estatística primária para examinar os resultados das análises. Ao normalizar o ES, 

o programa considera as diferenças entre os tamanhos dos conjuntos de gene e as correlações 

entre os conjuntos de gene e os conjuntos de dados de expressão. Portanto, o NES pode ser 

utilizado para comparar os resultados das análises entre os conjuntos de genes.  

FDR é a probabilidade estimada que um conjunto de genes com um certo NES represente um 

resultado falso-positivo. Por exemplo, uma FDR de 25% indica que o resultado é 

provavelmente valido em 3 de 4 vezes. As análises do GSEA mostram os conjuntos de gene 

destacados com FDR menor que 25% como os mais prováveis para gerar hipóteses 

interessantes e levar a futuras pesquisas, mas também fornece resultados para todos os 

conjuntos de genes. Geralmente, quanto maior o NES, menor a FDR. 

O NOM estima a significância estatística do ES para um conjunto específico de genes. No 

relatório do GSEA, um p valor de zero (0.0) indica um p valor real de menos de 1/número de 

permutações. Por exemplo, se a análise realizou 100 permutações, um p valor de 0.0 indica 

um real valor de p valor de menos de 0,01.  
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Para a análise dos nossos resultados, selecionamos os processos com um NOM 

(nominal p value) p-valor ≤ 0,05 e FDR (false discovery rate) q-valor ≤ 0,25. 

 

4.10 Reações de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real para análise das 

expressões gênicas. 

Para a confirmação dos resultados foram realizadas reações de PCR em tempo real para 

avaliação das expressões gênicas de genes relacionados às vias de sinalização que 

apresentaram enriquecimento nas análises de bioinformática. Primeiramente, foi realizada a 

extração do RNA das amostras pelo método do TRIzol seguindo as recomendações do 

fabricante. Ao final do protocolo, as amostras foram ressuspendidas em 25 μl de água MiliQ 

livre de RNase e foram armazenadas a -80 °C. Para a obtenção da concentração, uma alíquota 

de 1 μl foi avaliada utilizando o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Para 

a eliminação de resíduos de DNA, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse (DNA-

freeTM, Ambion Inc., Austin, TX, USA) e 1 μg da amostra foi utilizado para síntese do DNA 

complementar (cDNA), utilizando o kit “High-capacity cDNA Reverse transcription Kit” 

(ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA), seguindo as recomendações do fabricante, 

resultando em um volume final de 20 μl. As amostras foram incubadas durante 10 minutos a 

25 °C, depois durante 2 horas a 37 °C e a 85 °C por 5 minutos e em seguida resfriadas a 4 °C. 

As amostras foram armazenadas a -20 °C até o momento da sua utilização. 

 Para avaliar a expressão gênica, o equipamento LightCycler 480 (R Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Germany) foi utilizado juntamente com o kit FastStart Essential DNA Green Master 

(Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA) com primers desenhados especificamente para 

cada gene a ser analisado. Foram utilizados 50 ng de cDNA por poço, com triplicata técnica de 

cada amostra, de cada um dos três experimentos independentes realizados. Para a avaliação 

dos dados, foi utilizado o método ΔΔCt (Schmittgen e Livak, 2008) e os resultados foram 

apresentados como níveis relativos dos genes alvos em relação aos genes de referência 

utilizados, ACTB e 18S. Os genes analisados foram: GLI1, PTCH1, SMO, RAB23, NOTCH1, 

NOTCH2, NOTCH3, JAG1 e HES1. As sequências específicas e condições de corrida para cada 

gene estão descritas na tabela 1. 
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5 RESULTADOS 

 
5.1 Ensaio de diferenciação osteogênica, diferenciação adipogênica, fenotipagem e tempo 

de duplicação celular 

Duas populações de PDLCs foram induzidas à diferenciação osteogênica in vitro para 

caracterização celular. Após 21 dias, foi realizado o ensaio de coloração com Vermelho de 

Alizarina, resultando em diferença do potencial osteogênico entre as duas populações. A 

população que apresentou maior capacidade de formação de nódulos minerais in vitro será 

denominada a partir de agora de h-PDLCs, e a população que apresentou menor capacidade 

de formação de nódulos minerais in vitro será denominada a partir de agora de l-PDLCs (Fig. 2 

a e b). Houve diferença estatística significativa quando comparamos os grupos induzidos à 

osteogênese (OM) entre as populações (p < 0.0001), demonstrando a diferença entre os 

potenciais osteogênicos, após a indução osteogênica pelo teste t de Student (Fig. 2 c).  

Para confirmação do potencial de diferenciação em diversas linhagens celulares, h- e l-PDLCs 

também foram induzidas à diferenciação adipogênica, com meio adipogênico durante 25 dias 

com troca de meio a cada 3 dias. Os resultados demonstram a capacidade de ambas as PDLCs 

em se diferenciarem em células semelhantes a adipócitos, com capacidade de formação de 

vacúolos lipídicos, evidenciados pela coloração com Oil Red O (Fig. 3). 

 

A análise de citometria de fluxo foi realizada para avaliação da presença/ausência de 

marcadores de superfície associados a células mesenquimais nas l-PDLCs. O marcador CD105 

foi expresso em 34.41%, enquanto o CD166 esteve presente em 56.8 %. Ambos os marcadores 

de células hematopoiéticas, CD34 e CD45, não foram expressos (0.13% e 0.49 %, 

respectivamente) (Fig.4). 

 

O experimento para avaliar o tempo de duplicação celular (PDT) resultou em 29.78 horas para 

as l-PDLCs (Fig. 4). 
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Figura 2. Diferenciação osteogênica e proliferação celular das PDLCs. PDLCs foram induzidas à diferenciação 

osteogênica e após 21 dias foi realizado o ensaio de coloração com o Vermelho de Alizarina demonstrando os 

distintos potenciais osteogênicos entre duas populações de PDLCs (a, b e c). Imagens de microscopia de luz 

(ampliação de 10x) (a e b), gráfico do AR (c) indica um aumento significante na mineralização in vitro para o grupo 

OM nas duas populações de PDLCs, aos 21 dias. Entretanto, a concentração de AR foi muito maior na população 

h – (a) do que na l-PDLC (b). *** indica diferença significativa entre DMEM x OM – intragrupo (p < 0.0001) e &&& 

indica diferença significativa entre OM x OM – intergrupo (p < 0.0001) pelo teste t de Student. AR, Vermelho de 

alizarina; DMEM, meio padrão (grupo controle); OM, meio osteogênico (grupo induzido à diferenciação 

osteogênica). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Diferenciação adipogênica das PDLSCs com alto e baixo potencial osteogênico. Após 25 dias de 

indução adipogênica, foram realizadas as colorações com Oil Red O e Haematoxilina, demonstrando células 

diferenciadas com vacúolos lipídicos, caracterizando o potencial adipogênico. A adipogênese foi similar entre as 

hPDLSCs, (A e D) h-PDLCs e l-PDLCs do grupo DMEM, não induzidas à diferenciação adipogênica. (B, C, E e F) 

Células positivamente coradas foram induzidas à diferenciação adipogênica. Os meios de cultura de ambos os 

grupos foram trocados a cada três dias. Aumento de 10x. 

 

 

 

OM OM DMEM DMEM 

OM 

h-PDLSCs l-PDLSCs 
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Figura 4.  Caracterização de indiferenciação e determinação do tempo de duplicação celular (PDT) das l-PDLCs. 

Gráficos Side Scatter (SSC) e Forward Scatter (FSC) (A) demonstra a homogeneidade das l-PDLCs. Os níveis 

relativos de expressão de marcadores de superfície celular foram realizados por análise de citometria de fluxo e 

são demonstrados nos gráficos “dot plot” usando a presença/ausência de marcadores de células mesenquimais 

como o CD34 e CD45 (B) CD105 e CD166 (C) Os resultados são apresentados como porcentagem de células 

positivas em 10.000 eventos no quadrante inferior direito (RL) e as negativas no quadrante inferior esquerdo 

(LL). As l-PDLCs apresentaram PDT de 29.78 h (D) e os dados foram apresentados como l(n) de células semeadas 

em três densidades diferentes e quantificados espectrofotometricamente a 260 nm. 

5.2 Ensaio Morfológico para avaliação do efeito do Resveratrol nas l-PDLCs 

As l-PDLCs foram submetidas ao pré-tratamento com Resveratrol por 3 dias, seguido da 

indução osteogênica durante 21 dias para avaliação do seu efeito como agente osteoindutor 

em PDLCs com baixa capacidade de deposição de nódulos minerais in vitro. 

O grupo pré-tratado com Resveratrol 0,1 uM durante 3 dias demonstrou aumento de 

deposição mineral em relação ao grupo controle sem indução osteogênica (DMEM) e em 

relação ao grupo controle induzido e sem tratamento com Resveratrol (OM), aos 21 dias, como 

demonstrado pelo ensaio morfológico com coloração por Alizarina Red e por microscopia de 

luz pela coloração por Xileno Orange (Fig.5). 

D 

B C A 
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Figura 5. Diferenciação osteogênica das l-PDLCs após pré-tratamento com Resveratrol. l-PDLCs foram pré-

tratadas com Resveratrol a 0,1 µM por 72 hs e então induzidas à diferenciação osteogênica (OM/RESV) ou 

induzidas à diferenciação osteogênica (OM) ou não induzidas à diferenciação osteogênica (DMEM). Após 14 e 21 

dias foi realizada a coloração com Xileno Orange (B, D) (ampliação de 10x) e aos 21 dias foi realizado o ensaio de 

coloração com o Vermelho de Alizarina, demonstrando aumento da deposição de nódulos minerais in vitro no 

grupo OM/RESV (E).     

5.3 Análise global dos genes nas l-PDLCs pré-tratadas com Resveratrol após 10 dias de 

diferenciação osteogênica in vitro. 

A partir do Transcriptoma gerado pelo sequenciamento das amostras das l-PDLCs, foi possível 

identificar 16.514 genes expressos no grupo pré-tratado com Resveratrol (OM/RESV) e no 

grupo controle, apenas induzido à diferenciação osteogênica (OM) durante 10 dias. 

Entretanto, existe diferença quanto às distribuições gênicas entre os grupos. Embora ambos 

os grupos apresentem similaridade na distribuição dos genes (Fig. 6A), de acordo com a 

magnitude de mudança da expressão dos genes (log2FoldChange), a significância estatística 

A 

C 

B 

D 

E 

14 dias 

21 dias 
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(log10pvalor) apresenta-se superior no grupo OM, comparado ao grupo OM/RESV (Fig. 6B). 

Destacam-se os genes GPSM1 e PLA2G4B, que estão menos expressos no grupo OM e mais 

expressos no grupo OM/RESV. Destaque também para os genes ZNF788 e SLC16A12, 

negativamente modulados pelo tratamento com Resveratrol. 
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Figura 6 – Distribuição dos genes nos grupos OM e OM/RESV, após 10 dias de osteogênese in vitro. Os gráficos 

do tipo “Vulcão” ilustram a distribuição dos genes nos grupos, após 10 dias de osteogênese in vitro. Os pontos 

vermelhos (A e B) representam os genes com magnitude de mudança na expressão (log2FoldChange) < 1.5, os 

pontos azuis representam os genes com magnitude de mudança na expressão log2FoldChange > -1.5, e os pontos 

pretos representam os genes que apresentaram log2FoldChange entre -1.5 e 1.5. Eixo x: log2 fold-change; eixo 

y: log10p-valor. As linhas pontilhadas horizontais (C e D) representam significância estatística (p ≤ 0.05) e as 

verticais a magnitude da mudança na expressão dos genes (log2 fold-change < -1.5 ou > 1.5). Os pontos amarelos 

representam os genes considerados diferencialmente expressos nas l-PDLCs após o pré-tratamento com 

Resveratrol e a diferenciação osteogênica. 

 

5.4 Análise dos genes diferencialmente expressos (DGEs) nos grupos OM e OM/RESV após 

10 dias de indução osteogênica in vitro. 

Nas análises subsequentes, as comparações realizadas foram as seguintes: DMEM x OM, para 

observar as mudanças ocorridas no grupo OM em comparação ao grupo DMEM e OM x 

OM/RESV, para observar as mudanças ocorridas no grupo OM/RESV em comparação ao grupo 

OM. 

Os genes diferencialmente expressos (DGEs) foram definidos a partir do valor de 

log2FoldChange apresentado e quando esse valor era < -1.5 ou > 1.5, o gene era considerado 

diferencialmente expresso. Foram identificados 915 DGEs no grupo OM e 834 no grupo 

OM/RESV e, em comum, 48 genes (Fig. 7A). Os DGEs foram submetidos à análise de GO (Gene 

Ontology – Ontologia Gênica) para processos biológicos e funções moleculares: entre os DGEs 

em comum para os grupos, pode-se destacar a função molecular “transporter activity” (Fig. 

7C); entre os 834 DGEs apresentados no grupo OM/RESV, podemos destacar os processos 

biológicos “transmembrane transport” e “regulation of ion transmembrane transport” e as 

funções moleculares “receptor binding” e “potassium channel regulation activity” (Fig. 8). 

Entre os 915 DGEs do grupo OM, os processos biológicos que podem ser destacados são “cell-

cell signaling” e “cell differentiation”, e as funções moleculares “receptor binding” e 

“transmembrane signaling receptor activity” (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – DGEs, processos biológicos e funções moleculares compartilhadas entre os grupos OM e OM/RESV 

aos 10 dias de indução osteogênica in vitro. O Diagrama de Venn (A) mostra (destaque em vermelho) a 

quantidade de DGEs em comum entre os grupos aos 10 dias de osteogênese in vitro. Os resultados das análises 

de GO estão representados nos gráficos de barras e mostram os termos enriquecidos para os processos 

biológicos (B) e funções moleculares (C) que apresentaram log10 p-valor < 1.0 e que foram mais representados 

em comum entre os grupos. 
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Figura 8 – DGEs, Processos biológicos e Funções moleculares no grupo OM/RESV aos 10 dias de indução 

osteogênica in vitro. O Diagrama de Venn (A) mostra (destaque em vermelho) a quantidade de DGEs no grupo 

OM aos 10 dias de osteogênese in vitro. Os resultados das análises de GO estão representados nos gráficos de 

barras e mostram os termos enriquecidos para os processos biológicos (B) e funções moleculares (C) que 

apresentaram log10 p-valor < 1.0 e que foram mais representados somente no grupo OM. 

 

 

 

 

 

-5 -4 -3 -2 -1 0

heme binding

Rho guanyl-nucleotide…

neuropeptide hormone activity

voltage-gated potassium…

protein dimerization activity

oxidoreductase activity,…

aromatase activity

heparin binding

ion channel activity

receptor binding

ligand-gated ion channel…

glutamate receptor activity

potassium channel regulator…

acetylcholine binding

Ras guanyl-nucleotide…

metallocarboxypeptidase…

serine-type peptidase activity

Funções Moleculares

-5 -4 -3 -2 -1 0

nervous system development

neuropeptide signaling…

regulation of potassium ion…

neurotransmitter transport

regulation of ion…

locomotory behavior

transmembrane transport

chemotaxis

adenylate cyclase-inhibiting…

regulation of heart rate by…

chemical synaptic transmission

positive regulation of…

positive regulation of…

Processos Biológicos

OM OM/RESV 

A 

B C 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – DGEs, Processos biológicos e Funções moleculares no grupo OM aos 10 dias de indução osteogênica 

in vitro. O Diagrama de Venn (A) mostra (destaque em vermelho) a quantidade de DGEs no grupo OM/RESV aos 

10 dias de osteogênese in vitro. Os resultados das análises de GO estão representados nos gráficos de barras e 

mostram os termos enriquecidos para os processos biológicos (B) e funções moleculares (C) que apresentaram 

log10 p-valor < 1.0 e que foram mais representados somente no grupo OM/RESV. 
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5.5 Análise global do perfil transcricional dos grupos 

A partir dos valores de log2FoldChange, foram selecionados os 150 genes diferencialmente 

expressos com maior amplitude entre os valores (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Genes mais diferencialmente expressos após pré-tratamento com Resveratrol aos 10 dias de 

osteogênese in vitro, nas PDLCs com baixo potencial osteogênico. O Heatmap apresenta os 150 genes mais 

diferencialmente expressos nas l-PDLCs, após pré-tratamento de três dias com Resveratrol e subsequente 
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osteogênese in vitro, durante 10 dias, de acordo com o log2FoldChange apresentado. Nos destaques estão os 

genes mais inversamente expressos entre ou OM/RESV e OM. Os retângulos mais alaranjados/vermelhos 

representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os menos expressos de acordo com a 

intensidade demonstrada na escala ao lado do Heatmap.  

 

5.6 Análise dos perfis transcricionais dos genes relacionados às principais vias de sinalização 

envolvidas na diferenciação osteogênica. 

Durante a diferenciação osteogênica, diversas vias de sinalização são ativadas para que o 

fenótipo final seja obtido. Dentre essas vias, as principais e mais estudadas são as vias TGF-

β/BMP, Ca2+, FGF (Fibroblast Growth Factor), IGF (Insulin-like Growth Factor) e Wnt (canônica, 

não-canônica). Ao analisar o perfil transcricional dos grupos em relação às vias de sinalização, 

é possível notar perfis transcricionais diferentes entre OM e OM/RESV (Fig. 11). 
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Figura 11 – Perfis transcricionais dos genes relacionados às principais vias de sinalização envolvidas na 
diferenciação osteogênica. Os Heatmaps mostram os genes relacionados às principais vias de sinalização 
envolvidas na diferenciação osteogênica, de acordo com o log2FoldChange apresentado. Os retângulos 
alaranjados/vermelhos representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos 
expressos. 
 
 

5.7 Análise dos perfis funcionais dos genes identificados através do Transcriptoma 
Através das análises realizadas pelo programa GSEA (Gene Set Enrichment Analysis), foi 

possível obter resultados demonstrando quais conjuntos de genes foram enriquecidos no 

grupo OM/RESV ao compará-lo com o grupo OM. As análises realizadas foram Hallmarks, 

KEGG e WikiPathways. Dentre os resultados, as vias de sinalização que obtiveram destaque 

foram as vias Notch e Hedgehog (Hh). 

Ambos os conjuntos de genes relacionados às vias Hh e Notch apresentaram resultados 

significativos nas análises realizadas. A via Hh, após a análise de Hallmarks, ficou classificada 

em primeiro lugar no ranqueamento dos conjuntos enriquecidos e apresentou NOM p-valor = 

0,02, FDR q-valor = 0,149 e ES = 0,33 (Fig. 12 A); na análise KEGG, apresentou NOM p-valor = 

0,003, FDR q -valor = 0,06 e ES = 0,322 (Fig. 13 A); nas análises WikiPathways, apresentou NOM 

p-valor = 0,0, FDR q-valor = 0,033 e ES = 0,37 (Fig. 14 A).  

Em relação ao conjunto de genes associado à via Notch, a análise de Hallmarks resultou em 

NOM p-valor = 0,019, FDR q -valor = 0,07 e ES = 0,33 (Fig. 15 A); na análise KEGG, apresentou 

NOM p-valor = 0,007, FDR q -valor = 0,07 e ES = 0,31 (Fig. 16 A) e nas análises WikiPathways 

NOM p-valor = 0,02, FDR q -valor = 0,21 e ES = 0,287 (Fig. 17 A). 
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Figura 12 – Enriquecimento e classificação, tabela e Heatmap contendo os genes pertencentes a via de 

sinalização Hedgehog, pelo banco de dados Hallmarks. Os resultados da análise de Hallmarks mostraram que 

as via de sinalização Hedgehog (B) foi enriquecida no grupo OM/RESV em relação ao OM. O painel superior indica 

as pontuações de enriquecimento (ES) de cada gene. O painel inferior mostra as métricas de classificação de cada 

gene. Eixo Y: classificação de valores métricos; Eixo X: classificações para todos os genes. Tabela (C) e o Heatmap 

(D) foram gerados pelo GSEA, utilizando-se os valore log2FoldChange apresentado. Os retângulos mais 

alaranjados/vermelhos representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos 

expressos. 
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Figura 13. Enriquecimento e classificação, tabela e Heatmap contendo os genes pertencentes a via de 

sinalização Hedgehog, pelo banco de dados Kegg. Os resultados da análise de Kegg mostraram que as via de 

sinalização Hedgehog (B) foi enriquecida no grupo OM/RESV em relação ao OM. O painel superior indica as 

pontuações de enriquecimento (ES) de cada gene. O painel inferior mostra as métricas de classificação de cada 

gene. Eixo Y: classificação de valores métricos; Eixo X: classificações para todos os genes. Tabela (C) e o Heatmap 

(D) foram gerados pelo GSEA, utilizando-se os valore log2FoldChange apresentado. Os retângulos mais 

alaranjados/vermelhos representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos 

expressos. 
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Figura 14 – Enriquecimento e classificação, tabela e Heatmap contendo os genes pertencentes a via de sinalização 
Hedgehog, pelo banco de dados Wikipathways. Os resultados da análise de Wikipathways mostraram que as via de 
sinalização Hedgehog (B) foi enriquecida no grupo OM/RESV em relação ao OM. O painel superior indica as pontuações 
de enriquecimento (ES) de cada gene. Os painéis inferiores mostram as métricas de classificação de cada gene. Eixo Y: 
classificação de valores métricos; Eixo X: classificações para todos os genes. Tabela (C) e o Heatmap (D) foram gerados 
pelo GSEA, utilizando-se os valore log2FoldChange apresentado. Os retângulos mais alaranjados/vermelhos representam 
os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos expressos. 

 

 

C 

D 



49 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 



50 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Enriquecimento e classificação, tabela e Heatmap contendo os genes pertencentes a via de 
sinalização Notch, pelo banco de dados Hallmarks. Os resultados da análise mostraram que a via de sinalização 
Notch (B) foi enriquecida no grupo OM/RESV em relação ao OM. O painel superior indica as pontuações de 
enriquecimento (ES) de cada gene. O painel inferior mostra as métricas de classificação de cada gene. Eixo Y: 
classificação de valores métricos; Eixo X: classificações para todos os genes. Tabela (C) e o Heatmap (D) foram 
gerados pelo GSEA, utilizando-se os valore log2FoldChange apresentado. Os retângulos mais 
alaranjados/vermelhos representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos 
expressos. 
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Figura 16 - Enriquecimento e classificação, tabela e Heatmap contendo os genes pertencentes a via de 
sinalização Notch, pelo banco de dados Kegg. Os resultados da análise de Kegg mostraram que a via de 
sinalização Notch (B) foi enriquecida no grupo OM/RESV em relação ao OM. O painel superior indica as 
pontuações de enriquecimento (ES) de cada gene. O painel inferior mostra as métricas de classificação de cada 
gene. Eixo Y: classificação de valores métricos; Eixo X: classificações para todos os genes. Tabela (C) e o Heatmap 
(D) foram gerados pelo GSEA, utilizando-se os valore log2FoldChange apresentado. Os retângulos mais 
alaranjados/vermelhos representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos 
expressos. 
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Figura 17 - Enriquecimento e classificação, tabela e Heatmap contendo os genes pertencentes a via de 
sinalização Notch, pelo banco de dados WikiPathways. Os resultados da análise WikiPathways mostraram que 
a via de sinalização Notch (B) foi enriquecida no grupo OM/RESV em relação ao OM. O painel superior indica as 
pontuações de enriquecimento (ES) de cada gene. O painel inferior mostra as métricas de classificação de cada 
gene. Eixo Y: classificação de valores métricos; Eixo X: classificações para todos os genes. Tabela (C) e o Heatmap 
(D) foram gerados pelo GSEA, utilizando-se os valore log2FoldChange apresentado. Os retângulos mais 
alaranjados/vermelhos representam os genes mais expressos e os retângulos azuis representam os genes menos 
expressos. 
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5.8 Análises de expressão gênica 

Para confirmação dos resultados apresentados no transcriptoma, as reações de PCR em tempo 

real foram realizadas para analisar os genes relacionados às vias de sinalização osteogênicas 

que se mostraram enriquecidas. Os genes avaliados foram: GLI1, PTCH1, SMO e RAB23 da via 

de sinalização Hh e NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, JAG e HES1 da via de sinalização Notch. 

As figuras a seguir representam os níveis relativos de RNAm dos genes avaliados na l-PDLCs, 

pela reação de PCR em tempo real, após pré-tratamento com Resveratrol por 3 dias, seguido 

de 10 dias de indução osteogênica in vitro, apresentados como média e desvio padrão. Para 

cada gene, foram realizados 3 experimentos independentes e cada amostra foi avaliada em 

triplicatas técnicas nas reações de PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 18 – Níveis de expressão de genes relacionados à via de sinalização Hedgehog. 
A expressão relativa dos genes GLI1 (A), PTCH1 (B), SMO (C) e RAB23(D) foi analisada nos grupos controle 
(DMEM), no grupo apenas induzido à diferenciação osteogênica durante 10 dias (OM) e no grupo induzido à 
diferenciação osteogênica durante 10 dias, após o pré-tratamento com RESV a 0,1 μM (OM/RESV) pelo método 
ΔΔCT, com ß-ACTINA e 18S como genes de referência. * acima das barras representa diferença significativa entre 
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os grupos OM e OM/RESV (p < 0,05), pelo teste T de student. Foram realizados 3 experimentos independentes e 
cada amostra de cada grupo foi avaliada em triplicata técnica. 

 

Houve aumento da expressão gênica de GLI1, PTCH1 e SMO (p ≤ 0.05) (Fig. 18 A-C) e 

diminuição dos transcritos do RAB23, embora sem diferença estatística (Fig. 18 D), nas l-PDLCs 

após pré-tratamento com Resveratrol (OM/RESV), comparando-se com o grupo OM.  
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Figura 19 – Níveis de expressão gênica dos genes relacionados à via de sinalização Notch 
A expressão relativa dos genes NOTCH1 (A), NOTCH2 (B), NOTCH3 (C), JAG1 (D) e HES1 (E) foi analisada nos grupos 
controle (DMEM), no grupo apenas induzido à diferenciação osteogênica durante 10 dias (OM) e no grupo 
induzido à diferenciação osteogênica durante 10 dias, após o pré-tratamento com RESV a 0,1 μM (OM/RESV) 
pelo método ΔΔCT, com ß-ACTINA e 18S como genes de referência. * acima das barras representa diferença 
significativa entre os grupos OM e OM/RESV (p < 0,05), pelo teste T de student. Foram realizados 3 experimentos 
independentes e cada amostra de cada grupo foi avaliada em triplicata técnica. 

 
 
 

Houve aumento da expressão gênica de NOTCH1, NOTCH3 e JAG1 (p ≤ 0.05) (Fig. 19 A, C, D), 

sem mudanças significativas para os genes NOTCH2 e HES1 (Fig. 19 B, E), embora pode-se 

observar uma tendência de aumento em alguns dos experimentos, principalmente para 

NOTCH2, nas l-PDLCs após pré-tratamento com Resveratrol (OM/RESV), comparando-se com 

o grupo OM.  

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1 – Sequências de primers utilizados para qRT-PCR (humano) 

Primer             Forward            Reversed 

GLI1 CTTGTGGTCCCCATGACTCT GATTCAGGCTCACGCTTCTC 

PTCH1 ATCCTCCCCGTCATTAGTGC GTAACAAGGTGCTGGTGTGG 

SMO GGATGCAGACTCGGACTTCT CTCTTTCCCACAGTCCTGCT 

RAB23  GCTAGAGCATCTCCCAGGTG TCAGTGAGCAGCAAAAGGTG 

NOTCH1 GGAAGTGTGAAGCGGCCAATG ATAGTCTGCCACGCCTCTGC 

NOTCH2 TGTCGAGATGGCTATGAACCCTG GCAGCGGTTCTTCTCACAGG 

NOTCH3 TGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTG AGGAGCAGAGGAAGCGTCCATC 

JAG1 TGCCTCTGTGAGACCAACTG GTTGGGTCCTGAATACCCCT 

HES1 GTCATCCCCGTCTACACCAG GAGGGAAGAGAGGTGGGTTG 
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6 DISCUSSÃO 
 

As PDLCs são alvo de estudos envolvendo regeneração tecidual devido a sua ampla capacidade 

de diferenciação; entretanto, compreendem uma população heterogênea de células podendo 

apresentar desempenhos e resultados variáveis (Lindroos et al., 2008).  Nesse sentido, com o 

intuito de melhorar a capacidade de diferenciação osteogênica, o tratamento com o 

Resveratrol representa uma alternativa às populações celulares que apresentam baixo 

potencial osteogênico. Composto natural e distribuído na natureza, o Resveratrol tem sido 

amplamente estudado devido a sua capacidade de promover a osteogênese e aliviar os efeitos 

da osteoporose. Apesar da grande quantidade de estudos fazendo essa associação, os 

mecanismos específicos pelos quais o Resveratrol age continuam desconhecidos (Yu T et al., 

2020). Estudar os efeitos do Resveratrol em PDLCs com o objetivo de aumentar o potencial 

osteogênico dessas células e avaliar as diversas vias de sinalização associadas à osteogênese 

pode ajudar a elucidar os mecanismos de ação ativados por esse composto. 

Nos experimentos de avaliação da capacidade de deposição de mineral após 21 dias de 

indução osteogênica, in vitro, realizados em duas populações de PDLCs (2 pacientes distintos), 

a heterogeneidade foi evidenciada, tanto em relação ao potencial osteogênico, quanto em 

relação ao potencial adipogênico, analisando a formação de vacúolos de lipídeos. Estas PDLCs 

foram, portanto, classificadas em alto potencial osteogênico (h-PDLCs) e baixo potencial 

osteogênico (l-PDLCs). 

As l-PDLCs, foram submetidas à citometria de fluxo para a avaliação do estado de 

indiferenciação celular (fenotipagem) e apresentaram-se positivas (34,41%) para os 

marcadores de superfície CD105 e CD166, demonstrando assim a presença de células 

mesenquimais. O pré-tratamento com Resveratrol aumentou a quantidade de deposição de 

nódulos minerais nas l-PDLCs, demonstrando assim, a capacidade de resposta que essas 

células podem apresentar ao serem expostas a agentes osteoindutores, aumentando a 

diferenciação osteogênica. 

A análise global dos genes diferencialmente expressos nas l-PDLCs, entre os grupos pré-

tratado com Resveratrol ou apenas induzido à diferenciação osteogênica demonstrou o 

aumento significativo, no grupo pré-tratado com Resveratrol, da expressão do gene GPSM1, 

também conhecido como AGS3, da família de moduladores de proteínas G. Previamente, a 
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literatura já mostrou que este gene tem envolvimento com a diferenciação osteogênica de 

células mesenquimais indiferenciadas derivadas da polpa dental (Xing et al., 2015).  

Em adição, o Resveratrol ativou a transcrição de diversos genes relacionados às vias 

osteogênicas. Por exemplo, o gene TP53 (Tumor protein P53), que tem envolvimento com a 

remodelação óssea e também faz parte da via de sinalização osteogênica TGF-β (Hayrapetyan 

et al., 2015); o gene JUN (Jun Proto-Oncogene), que, juntamente com o gene FOS, forma a 

proteína ativadora-1 (AP-1), que é um fator de transcrição que se liga à região promotora de 

genes mecano-sensíveis, levando à regulação positiva de diversos fatores de crescimento 

envolvidos na diferenciação osteogênica, como o IGF1 (Insulin Like Growth Factor 1) (Liedert 

et al., 2006). Além disso, genes como DKK1 e SOST, tiveram suas expressões diminuídas no 

grupo pré-tratado com Resveratrol, sendo ambos reguladores negativos da via de sinalização 

osteogênica Wnt/β-catenina (Hayrapetyan et al., 2015). 

Em relação aos marcadores osteogênicos clássicos, foi possível observar aumento de 

expressão gênica no grupo OM/RESV para alkaline phosphatase (ALPL), osteocalcina (BGLAP), 

integrin binding sialoprotein (IBSP) e Sp7 Transcription Factor (SP7). A ALPL, marcador 

osteogênico amplamente utilizado como índice para avaliação da capacidade de formação 

óssea na osteoporose (Bolger, 1975; Garnero, 2008), já foi relacionada com uma doença de 

deformidade esquelética grave chamada hipofosfatasia, em casos de mutação gênica com 

perda de função proteica. Esta deformidade é caracterizada por perda de massa óssea e, 

consequentemente, fraturas patológicas (Liu et al., 2018). BGLAP, que também é um marcador 

osteogênico, é uma proteína produzida e secretada quase exclusivamente por osteoblastos 

(Manolagas, 2020). O enriquecimento de BGLAP e ALPL, em nossos resultados, corrobora com 

resultados da literatura, que demonstraram aumento de atividade e expressão de BGLAP e 

ALPL, após tratamento de PDLCs e MC3T3-E1 com Resveratrol (Min et al., 2020). O gene IBSP 

codifica uma proteína restrita ao tecido ósseo (Cremers et al., 2008), produzida por 

osteoblastos e por células tipo-osteoclastos em cultura celular e estimula a formação in vitro 

de hidroxiapatita, mediando interações célula-célula. Ainda hoje não existem estudos 

demonstrando a influência do Resveratrol nesse gene.  SP7 é um gene codificante de um fator 

de transcrição osteoblasto-específico que ativa um repertório de genes durante a 

diferenciação de pré-osteoblastos em osteoblastos maduros e osteócitos. O papel essencial 

desse gene na programação genética e na homeostase óssea é bem estabelecido: em 
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embriões com mutações nesse gene não ocorre a formação óssea nem a expressão de outros 

marcadores osteogênicos específicos (Sinha e Zhou, 2013). Em MSCs de humanos, o 

tratamento com Resveratrol aumentou significativamente a expressão de SP7, RUNX2 e 

BGLAP (Dai et al., 2007). Além disso, Pino et al., em 2017 também associaram o tratamento 

com Resveratrol com aumento da expressão de sp7 em defeitos em calvárias de ratos 

diabéticos. Dessa forma, podemos hipotetizar que o Resveratrol, ao ativar a expressão gênica 

dos marcadores osteoblásticos citados acima, pode estar associado ao aumento de nódulos 

minerais, observado aos 21 dias de indução osteogênica in vitro. 

Nas análises de enriquecimento através dos perfis funcionais (Hallmarks, KEGG e 

WikiPathways) realizadas pelo programa GSEA, podemos destacar as vias de sinalização 

osteogênicas Notch e Hh como as mais enriquecidas e positivamente moduladas no grupo 

OM/RESV. A via de sinalização Hh, altamente conservada, está envolvida no desenvolvimento 

embrionário, apresentando papel crítico no desenvolvimento e homeostase óssea (McKenzie 

et al., 2019; Haraguchi et al., 2019) e em nossos resultados, foi enriquecida após tratamento 

com Resveratrol. Destaque para os genes que codificam os ligantes Hedgehgog: sonic (SHH), 

desert (DHH) e indian (IHH), a proteína transmembranar patch homólogo1 (PTCH1), que atua 

como receptor dos ligantes Hh para que se dê início à cascata de sinalização da via, e os fatores 

de transcrição da família GLI zinc finger: GLI1, GLI2 e GLI3. Uma vez que algum dos ligantes Hh 

se liga ao receptor PTCH1, a molécula repressora SMO é liberada e a transcrição mediada 

através dos GLI é ativada, levando à regulação dos genes alvos da via Hh. Nos mamíferos, 

dentre os fatores de transcrição Gli, GLI2 e GLI3 são os primeiros a responder (Almam, 2015; 

Ryan e Chiang, 2012), sendo que GLI1 é um mediador transcricional e um dos genes alvos 

diretos da via. GLI2 é considerado predominantemente como um ativador transcricional da 

via, enquanto GLI3 age principalmente como um repressor (Almam, 2015; Ryan e Chiang, 

2012; Varjosalo e Taipale, 2008; Haraguchi et al., 2019). Pode-se também afirmar que o 

aumento da expressão de PTCH1 seja um marcador da ativação da via de sinalização Hh (Agren 

et al., 2004; Chen et al., 2002). 

Além do enriquecimento dos genes relacionados à via Hh, houve diminuição do 

enriquecimento do regulador negativo da via, o ras-associated binding protein 23 (RAB23), A 

proteína RAB23 localiza-se na membrana plasmática agindo em processos de tráfego de 

vesículas celulares, auxiliando moléculas e componentes celulares a se movimentarem entre 
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os diversos compartimentos celulares (Evans et al., 2003). Está relacionada à regulação 

negativa de GLI1 (Evans et al., 2003), sendo upstream a GLI2, exercendo seu papel durante a 

produção do repressor GLI3, o qual diminuiu 5 vezes quando processado proteoliticamente 

em extratos de embriões com mutação de RAB23, em comparação aos animais wildtype. 

Sendo assim, nossos resultados estão de acordo com os dados apresentados na literatura uma 

vez que a diminuição do enriquecimento do regulador negativo RAB23 se deu 

concomitantemente ao enriquecimento dos genes GLI1, GLI2 e GLI3, sugerindo que houve a 

ativação da via Hh após o pré-tratamento com Resveratrol.  

Além disso, a relação entre IHH, BGLAP e ALPL está descrita na literatura, pois o aumento de 

expressão de IHH intensificou a atividade de ALPL e os níveis de expressão de BGLAP 

(Shimoyama et al., 2007; Zou et al., 2014; Deng et al., 2017). Dessa forma, pode-se relacionar 

o aumento de expressão dos genes IHH, BGLAP e ALPL com o aumento da deposição mineral 

aos 21 dias in vitro. 

Nesse sentido, baseando-se nos resultados de enriquecimento tanto do receptor PTCH1, 

quanto dos ligantes IHH, DHH e IHH e dos genes alvos GLI1 e GLI2, sugerimos que o Resveratrol 

promoveu uma ativação da via Hh, aos 10 dias de indução osteogênica in vitro, o que pode ter 

contribuído para o aumento da deposição de nódulos minerais e, consequentemente, 

aumento de potencial osteogênico das l-PDLCs, aos 21 dias de indução osteogênica. Vale 

ressaltar que ainda não há estudos científicos que demonstrem o impacto transcricional do 

Resveratrol na via Hh, com efeitos osteogênicos positivos, em PDLCs.  

A via Notch também apresentou maior enriquecimento em diversos genes no grupo 

OM/RESV. Dentre eles, os genes que codificam os ligantes Jagged Canonical Notch Ligand 1 

(JAG1), delta like canonical notch ligand 3 (DLL3), os receptores notch (NOTCH1, NOTCH2 e 

NOTCH3) e o fator de transcrição Hes Family BHLH Transcription Factor 1 (HES1). A via Notch 

é uma via onipresente, altamente conservada e representa um sistema que regula a 

proliferação celular, o comprometimento e função celular e exerce papel importante no 

desenvolvimento e regeneração esquelética e homeostase. Sérias desordens esqueléticas, 

como a osteoartrite e o osteosarcoma, podem ser atribuídas a desregulações nessa via 

(Zanotti e Canalis, 2010; Luo et al., 2019). 
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Em cultura celular, Luo et al., em 2019 observaram aumento significativo na formação de 

nódulos calcificados quando o domínio citoplasmático de NOTCH1 foi entregue por um vetor 

adenovírus em células osteoblásticas MC3T3-E1. Consistente com esses achados, eles 

mostraram que a mineralização primária do osteoblasto mediada pelo ligante JAG1 foi 

aumentada. Efeito similar foi observado por Ugarte et al., 2009, quando houve um aumento 

de mineralização através da transfecção por vetores lentivirais contendo NOTCH1 ou JAG1 em 

células humanas da medula óssea (BMSCs). Em células osteoblásticas em modelo animal, ratos 

superexpressando notch1 foram diagnosticados com esclerose óssea severa devido à alta 

proliferação de osteoblastos imaturos (Engin et al., 2008). Quanto ao fator de transcrição 

HES1, sua função é controversa pois, ao mesmo tempo que há evidências associando sua ação 

à inibição do gene RUNX2 (Hilton et al., 2008), também há estudos demonstrando que o 

aumento da sua expressão em fases iniciais da diferenciação osteogênica, estaria relacionado 

ao aumento da expressão proteica de RUNX2 em células MC3T3-1 (Suh et al., 2008). 

Na literatura há apenas um estudo envolvendo o tratamento com Resveratrol e a ativação da 

via de sinalização Notch (Ji et al., 2017). Entretanto, ainda não há associação direta da ativação 

da via Notch pelo Resveratrol em relação à modulação da osteogênese, em PDLCs. 

As análises de expressão gênica por PCR em tempo real de genes das vias Hh e Notch 

confirmaram os resultados encontrados no Transcriptoma, mais especificamente, para os 

transcritos gênicos de GLI1, PTCH1, SMO, NOTCH1, NOTCH3 e JAG1 e redução do RAB23. 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

7 CONCLUSÃO 
 

O Resveratrol aumentou o potencial osteogênico das células com baixo potencial ostogênico 

e promoveu mudanças em genes das vias de sinalização osteogênicas Hedgehog e Notch. 

Genes marcadores de outras vias osteogênicas, como ALPL, BLGLAP, IBSP e SP7 também foram 

modulados e tiveram sua expressão aumentada. Este enriquecimento pode estar relacionado 

ao aumento da deposição mineral e, portanto, do potencial osteogênico observado in vitro, 

em PDLCs com baixo potencial osteogênico.  
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ANEXOS 

ANEXO 1 - AVALIAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES E TRATAMENTOS COM 

RESVERATROL  

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 1 – Avaliação das concentrações e tratamentos com Resveratrol  
As concentrações de 0,1 µM e 1 µM foram testadas e avaliadas através do ensaio de coloração por Alizarina Red. 
O tratamento ou pré-tratamento das células também foi avaliado em ambas as concentrações. 
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ANEXO 2 – VERIFICAÇÃO DE ORIGINALIDADE E PREVENÇÃO DE PLÁGIO 
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