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RESUMO  

Considerando-se a hipótese de que os mecanismos envolvidos na regeneração 

periodontal mimetizam os mecanismos associados com o desenvolvimento original de 

formação do periodonto, o conhecimento dos princípios biológicos iniciais de formação do 

periodonto é crucial para o avanço de novas técnicas de bioengenharia envolvidas na 

regeneração periodontal.  No entanto, as mudanças no perfil de expressão gênica durante 

as fases do desenvolvimento dos tecidos dentais não foram totalmente esclarecidos, 

principalmente aquelas relacionadas ao desenvolvimento da raiz dos dentes.  O estudo de 

expressão gênica do desenvolvimento radicular ainda é um desafio pela necessidade de 

desmineralização prévia do tecido que apresenta um maior grau de calcificação quando 

comparado às fases de desenvolvimento da coroa dental. Dessa forma, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar comparativamente o padrão de expressão gênica da bainha 

epitelial de Hertwig (HERS) e o ligamento periodontal no mesmo período experimental, e 

o padrão de expressão gênica do ligamento periodontal em diferentes períodos de 

formação radicular. Foi utilizado um camundongo Swiss Webster por período pós-natal 

(PN): 13 dias (PN13), 45 dias (PN45), sendo que para o período PN13 a HERS também foi 

avaliada (PN13 HERS). Após a captura e microdissecção do ligamento periodontal dos 

primeiros molares nos períodos PN13 e PN45 e das células de HERS do primeiro molar no 

período PN13, o sequenciamento de RNA (RNA-Seq) foi realizado para a análise do 

transcriptoma. Os dados obtidos do sequenciamento foram processados para a filtragem 

dos “reads” considerados de boa qualidade (>30 na escala “phred”). A análise dos 

resultados mostrou que 587 genes foram diferencialmente expressos na comparação 

PN13 HERS vs. PN13 sendo que 25 foram diferencialmente expressos para PN13 HERS e 

562 para PN13. Também foi mostrado que 768 genes foram diferencialmente expressos 

na comparação PN13 vs. PN45 e desse total 764 foram diferencialmente expressos para 

PN13 e 4 para PN45. Quando se comparou os 13 genes identificados para PN13 HERS foi 

demonstrado que dois deles apresentam papel importante para o desenvolvimento 

embrionário em camundongos. Para PN13 na comparação com HERS e na comparação 
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com PN45, verificou-se que 50 e 57 genes foram respectivamente escolhidos. Para PN45, 

4 genes ainda não identificados foram escolhidos. No entanto, quando se compara o 

padrão de expressão gênica nesses períodos estudados, não foram verificadas grandes 

mudanças.  Dessa forma, podemos concluir, dentro dos limites desse estudo, que o 

padrão de expressão gênica nos diferentes períodos estudados apresenta pouca 

variabilidade, apesar de apresentar expressão de genes diferentes em cada período.  

 

Palavras-chave: Expressão gênica, Ligamento periodontal, HERS, LCM e RNA-Seq. 
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ABSTRACT 

 

Considering the hypothesis that the mechanisms involved in periodontal 

regeneration mimic the mechanisms associated with the development of the original 

formation of the periodontium, the knowledge of initial biological principles of 

periodontium development is crucial to the advancement of new bioengineering 

techniques involved in periodontal regeneration. However, the changes in the gene 

expression profile during the stages of tooth development remain unclear, mainly the 

stages related to tooth root development. The study of root development is a challenge 

because of the need of previous tissue demineralization of this tissue with higher degree 

of calcification when compared to crown development stages.  The aim of the present 

study was comparatively analyze the gene expression pattern of Hertwig's epithelial root 

sheath (HERS) and the periodontal ligament at the same experimental period, and also the 

gene expression pattern of the periodontal ligament at distinct periods of root formation. 

One Swiss Webster mice per post natal period of 13 days (PN13) and 45 days (PN45) were 

used. After the laser capture microdissection of the first molar periodontal ligament at 

PN13 and PN45 and HERS cells of the first molar at PN13, RNA Sequencing (RNA-Seq) was 

performed for transcriptoma analysis. Data obtained were initially processed to filter the 

reads considered to have good quality (> 30 at "Phred" score). Data analysis showed that 

587 genes were differentially expressed at the comparison PN13 HERS vs. PN13 and of 

these 25 were differentially expressed at PN13 HERS and 562 at PN13. When comparing 

PN13 vs. PN45, a total of 768 genes were differentially expressed and of these764 were 

differentially expressed at PN13 and 4 genes at PN45. When observing the chosen genes 

at PN13 HERS, two genes have been shown to have an important role in embryonic 

development in mice. At PN13, when comparing PN13 HERS vs. PN13, 50 genes were 

chosen and at the same period PN13, when comparing PN13 vs. PN45, 57 genes were 

chosen. At PN45, 4 genes were chosen yet unidentified. However, when comparing the 

gene expression pattern in these periods studied, there were no major changes. Thus, we 
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can conclude, within the limits of this study, that gene expression pattern in different time 

periods has little variability, despite showing expression of different genes in each period. 

 

Key-words: Gene Expression, Periodontal Ligament, HERS, LCM and RNA-Seq. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Tendo em vista que um melhor entendimento dos processos biológicos 

associados com o reparo e a regeneração tecidual é importante para o desenvolvimento 

de novas terapias clínicas, com o emprego de técnicas celulares e gênicas, que possam 

servir como alternativas para os tratamentos convencionais destinados à regeneração 

periodontal, atualmente estão sendo desenvolvidas técnicas para guiar os componentes 

celulares do periodonto a participarem dos processos regenerativos. Considerando-se que 

os mecanismos envolvidos na regeneração periodontal podem mimetizar os mecanismos 

associados com o desenvolvimento original de formação do periodonto (Bartold et al., 

2000), o conhecimento dos princípios biológicos iniciais de formação do periodonto é 

crucial para o avanço de novas técnicas de bioengenharia tecidual envolvidas na 

regeneração periodontal.   

Dessa forma, o conhecimento sobre o desenvolvimento dental, e mais 

especificamente, o desenvolvimento do periodonto é de grande importância para o novo 

paradigma de regeneração periodontal baseado em biologia molecular e celular. O 

desenvolvimento dental, semelhante ao desenvolvimento de outros órgãos, envolve uma 

série de interações sequenciais e simultâneas entre o epitélio e o ectomesênquima 

(Thesleff et al., 1995; Pispa & Thesleff, 2003). Durante a embriogênese dos camundongos, 

por volta do 11º dia de desenvolvimento embrionário, aparece o primeiro sinal de 

desenvolvimento dental a partir de um espessamento do epitélio oral. Desde então, o 

epitélio começa a se invaginar no interior do ectomesênquima, derivado da crista neural 

subjacente, formando progressivamente os botões dentais até o estágio de capuz (Jernvall 

et al., 1994). Mudanças importantes no desenvolvimento do germe dental iniciam-se no 

final do estágio de capuz e durante a transição do estágio de capuz para o de campânula, 

quando acontece a histodiferenciação, em que células epiteliais semelhantes tornam-se 

distintas morfológica e funcionalmente. O próximo passo no desenvolvimento do dente, 

ao final do estágio de campânula é caracterizado pela citodiferenciação dessas células em 
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ameloblastos e odontoblastos que formarão uma dupla camada de células denominada 

bainha epitelial de Hertwig (HERS – “Hertwig’s epitelial root sheath”). Tais células, por fim, 

são estimuladas (de uma maneira ainda não muito conhecida) para a formação da 

dentina, cemento (Cox et al., 1992; Linde & Goldberg, 1993; Meikle, 2000; Kim & Simmer, 

2007; Bei, 2008; Cáton et al., 2009) e a subsequente formação do ligamento periodontal 

(Thomas & Kollar, 1988; Thomas & Kollar, 1989) que, segundo Nielsen et al. (1980) é onde 

se encontram as células-chave para a regeneração periodontal. 

Alguns estudos sugerem que a expressão de genes durante a formação 

radicular é significativamente diferente da expressão de genes durante a formação da 

coroa dental (Dangaria et al., 2009; Tummers & Thesleff, 2009; Huang et al., 2010). No 

entanto, há mínimas evidências mostrando as similaridades e/ou diferenças na expressão 

gênica quando se compara o desenvolvimento de coroa vs. raiz, sendo que a maior 

dificuldade nos estudos que avaliam a porção radicular refere-se ao grau de calcificação 

dos tecidos nesse estágio de desenvolvimento. 

A técnica de captura e microdissecção a laser (LCM – “Laser Capture 

Microdissection”) tem sido utilizada para se analisar o padrão de expressão gênica em 

diversos tecidos não-mineralizados e em dentes nos estágios iniciais de desenvolvimento 

quando ainda há uma fraca mineralização. Em pesquisas com tecidos mineralizados ou em 

dentes em estágios de desenvolvimento mais avançados, ou seja, altamente 

mineralizados, é necessária a descalcificação prévia, o que torna a preservação de 

estruturas celulares com alta qualidade de RNA um obstáculo comum. No entanto, é uma 

técnica que permite o estudo específico de tecidos ou células de interesse sem 

contaminação de estruturas histológicas não relevantes. Além disso, o LCM proporciona o 

estudo e o entendimento sobre o transcriptoma presente nos diferentes tecidos, estágios 

ou sobre diferentes condições e que são essenciais para a interpretação dos elementos 

funcionais do genoma e a revelação dos constituintes moleculares de células e tecidos em 

condições de saúde ou doença.  
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Atualmente, a técnica de sequenciamento de alto rendimento, RNA-Seq 

(Sequenciamento de RNA) tem sido utilizado como uma ferramenta importante em 

pesquisa fornecendo um grande número de dados de expressão gênica, ou transcriptoma, 

de um determinado tecido. A utilização do RNA-Seq tem a vantagem de fornecer 

resultados de sequenciamento de transcritos ainda não identificados ou conhecidos, o 

que é limitado por técnicas como o Microarranjo de DNA ou RNA, o qual fornece dados 

referentes a sondas previamente estabelecidas. Sendo assim, o estudo do transcriptoma 

dos tecidos dentais durante o desenvolvimento radicular poderá fornecer dados 

importantes no entendimento dos mecanismos biológicos envolvidos no desenvolvimento 

radicular que possam futuramente ser utilizados para modular uma melhor e mais 

previsível regeneração dos tecidos periodontais. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Formação dental – coroa e raiz 

Os camundongos apresentam uma dentição altamente reduzida, sendo que 

em cada quadrante há um incisivo separado dos 3 molares por uma região de diastema. 

Esses animais também apresentam somente uma geração de dentes e por serem 

roedores, os incisivos tem um crescimento contínuo ao longo da vida. Portanto, o estudo 

da dentição dos camundongos pode nos esclarecer alguns questionamentos sobre a 

diferença entre incisivos e molares, controle do número de dentes e o papel das células-

tronco no desenvolvimento dental. Apesar de a morfologia dental variar entre as espécies, 

os estágios de formação dental são bem conservados nos vertebrados dentados e 

pesquisas em camundongos podem fornecer hipóteses sobre o desenvolvimento dental 

(Streelman et al., 2003).  

O desenvolvimento dental, semelhante ao desenvolvimento de outros órgãos, 

envolve uma série de interações sequenciais e simultâneas entre o epitélio e o 

ectomesênquima (Thesleff et al., 1995; Pispa & Thesleff, 2003). Durante a embriogênese 

dos camundongos, por volta do 11º dia de desenvolvimento embrionário, aparece o 

primeiro sinal de desenvolvimento dental a partir de um espessamento do epitélio oral. 

Desde então, o epitélio começa a se invaginar no interior do ectomesênquima subjacente, 

derivado da crista neural, formando progressivamente os botões dentais até o estágio de 

capuz (Jernvall et al., 1994). Mudanças importantes no desenvolvimento do germe dental 

iniciam-se no final do estágio de capuz e durante a transição do estágio de capuz para o de 

campânula, quando acontece a histodiferenciação, em que células epiteliais semelhantes 

tornam-se distintas morfológica e funcionalmente. O próximo passo no desenvolvimento 

do dente, ao final do estágio de campânula é caracterizado pela citodiferenciação dessas 

células em ameloblastos e odontoblastos que formarão uma dupla camada de células 

denominada bainha epitelial de Hertwig (HERS – “Hertwig’s epitelial root sheath”). As 
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células da HERS migram apicalmente e participam da formação radicular e essa estrutura 

de bi-camada é formada por uma camada interna e externa de células derivadas do 

ectoderma. Morfologicamente, HERS é composta de dois tecidos ectomesenquimais: 

papila dental e folículo dental, como uma estrutura em sanduíche. Durante o 

desenvolvimento, as células de HERS formam os restos epiteliais de Malassez e também 

permite que outras células entrem em contato com a superfície externa da dentina. A 

dupla camada de células da HERS apresenta, pelo menos, dois papéis importantes na 

formação radicular: biomineralização (formação dentinária e cementogênese) e indução 

da organização radicular (Owens, 1978; Diekwisch, 2001). 

Têm sido notavelmente aceito que HERS é a principal região de controle do 

desenvolvimento radicular devido ao fato de que essa estrutura desaparece com a 

completa formação radicular (Hosoya et al., 2008). No entanto, o seu papel e a sua função 

ainda não estão claros.  

 

Transcriptômica 

Transcriptoma ou Transcritoma refere-se ao conjunto completo de transcritos 

(RNAs mensageiros, RNAs ribossômicos, RNAs transportadores, microRNAs e os RNA não-

codificantes) de um dado organismo, órgão, tecido ou linhagem celular. O perfil do 

transcritoma pode variar de acordo com a fase do ciclo celular, estado fisiológico, 

estímulos físicos, químicos, biológicos ou doenças (Wang et al., 2009; Van Vliet et al., 

2010).  

Para o estudo do transcritoma utilizam-se métodos de análise em grande 

escala como SAGE (“Serial Analysis of Gene Expression”) denominados como sendo de 

primeira geração. Recentemente, o método de seqüenciamento em grande escala 

chamado de "deep sequencing" (microarrays ou microarranjos de cDNA, os microarranjos 

de oligos e os DNA-chips)  foi introduzido no estudo do transcritoma (Bradford et al., 

2010) e é denominado de sequenciamento de segunda geração. Atualmente, as 
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tecnologias de sequenciamento de alto-rendimento estão sendo mais usadas em biologia 

e são denominadas de nova geração de sequenciamento. As tecnologias de 

sequenciamento de nova geração promovem o sequenciamento de DNA e RNA em 

plataformas capazes de gerar informação sobre milhões de pares de bases em uma única 

corrida. A técnica de sequenciamento de RNA, conhecida como RNA-Seq faz parte dessa 

nova geração e não apresenta as limitações das técnicas anteriores, como por exemplo, o 

conhecimento prévio do organismo estudado requeridos por técnicas como microarranjo 

e PCR (Wang et al., 2008). 

O RNA-Seq consegue, em teoria, capturar praticamente todos os transcritos 

expressos de uma célula num determinado momento a ser estudado mesmo com pouca 

quantidade de amostra de RNA extraído e, além disso, está se tornando uma técnica com 

bom custo-benefício. Essas características mostram a habilidade no fornecimento de 

complexas, mas mais explicativas informações em relação ao  transcriptoma de diversas 

espécies (Wang et al., 2009; Marguerat & Bahler, 2010).  

Sequencias do genoma de referência são cruciais para se conduzir estudos 

com análise de RNA-Seq com acurácia, porque elas fornecem a base para o mapeamento 

dos “reads” (curtas leituras que se alinham no genoma de referência). Os “reads” são 

normalmente mapeados contra sequencias do genoma ou do transcriptoma e o 

alinhamento é um passo muito importante para os métodos analíticos. A complexidade 

dos genomas também pode influenciar a acurácia desse mapeamento, dependendo se são 

genomas de procariotos ou mamíferos, menores e maiores respectivamente (Chen et al., 

2011). 

Atualmente, três novas tecnologias de sequenciamento de DNA/RNA já estão 

disponíveis e foram discutidas em recente publicação científica (Metzker, 2010): 454 

GenomeSequencer FLX (Roche Applied Science), Illumina Genome Analyser e SOLiD 

(Applied Biosystems). 

O preparo das bibliotecas nas técnicas de sequenciamento é realizado por 

fragmentação aleatória do DNA/RNA, seguida por ligação de adaptadores em ambas as 

extremidades das moléculas. Como cada molécula original é amplificada 
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independentemente [em microrreatores em PCR (“Polimerase Chain Reaction” – Reação 

em Cadeia da Polimerase) e em clusters independentes na PCR de ponte em fase sólida], a 

individualidade de cada molécula original se mantém. O que é comum em qualquer uma 

dessas tecnologias é que os amplicons gerados por PCR são depositados sobre a célula de 

fluxo, onde ocorrem as reações de sequenciamento, sendo que todos os grupos de 

moléculas são sequenciados simultaneamente pelos mesmos reagentes que banham a 

totalidade da célula de fluxo, sendo que cada leitura é individualizada por sua posição na 

célula de fluxo. Finalmente, o processo de sequenciamento consiste na aquisição de dados 

por imagem, sendo que as leituras são geradas por interpretação computacional das 

imagens geradas (Shendure & Ji, 2008). 

 

 

Microarranjo vs. RNA-Seq 

O primeiro trabalho descrevendo a técnica de Microarranjos de DNA foi 

publicado na revista Science em 1995, no qual foi demonstrado a capacidade da técnica 

na análise de expressão diferencial de 45 genes de Arabidopsis thaliana em diferentes 

tecidos da planta (Schena et al., 1995). Os anos subsequentes presenciaram uma explosão 

na aplicabilidade da técnica, destacando-se a produção de um microarranjo 

representando o transcriptoma completo de S. cerevisiae (Lashkari et al., 1997), o qual foi 

utilizado na análise da expressão gênica deste organismo modelo.  

Os microarranjos de DNA/RNA ainda são usados pela maioria dos estudos de 

transcriptomas. Essa técnica, além de depender de um conhecimento genômico prévio 

também apresenta um elevado ruído de fundo e sua faixa de detecção de expressão é 

limitada quando comparada às novas plataformas de sequenciamento (~100 vezes vs. 

9.000 vezes) (Marioni et al., 2008; Wang et al., 2009). 

O RNA-Seq, diferentemente de métodos baseados em hibridização 

(Microarranjo e Northern-Blot), não necessita de conhecimento prévio do transcriptoma 

e, portanto não se limita à avaliação de genes para os quais existam sondas (Wang et al., 

2009). Outra vantagem em relação aos microaranjos de DNA é que RNA-Seq apresenta 
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alta resolução, melhor e maior faixa de detecção e baixa variação técnica (Wilhelm & 

Landry, 2009). Adicionalmente, o RNA-Seq também apresenta um melhor controle sobre 

as descobertas falsas devido ao fato do desenvolvimento de melhores métodos 

estatísticos para a análise dos dados transcriptômicos (Nookaew et al., 2012). 

Há, portanto, muitas aplicações que o RNA-Seq pode permitir e que os 

microarranjos não podem. Como o RNA-Seq permite o acesso direto à sequência, junções 

entre exons podem ser detectadas sem o conhecimento da estrutura do gene, mudanças 

em alguns eventos também podem ser detectadas e o conhecimento dos polimorfismos 

podem estabelecer medidas diretas da expressão de alelos específicos (Malone & Oliver, 

2011).  

Como as sondas dos microarranjos são desenhadas baseadas em dados 

genômicos conhecidos, e a intensidade de luz é usada para a avaliação de mais ou menos 

expressão gênica, os microarranjos perdem a oportunidade de detecção de junções entre 

exons, polimorfismos e detecção das diferenças dos alelos específicos. Finalmente, como 

o RNA-Seq promove o acesso direto às sequências, essa técnica pode ser usada em 

espécies cuja sequência genômica inteira ainda não esteja disponível. A única opção em 

casos de desconhecimento de genomas inteiros para a técnica de microarranjo seria a 

hibridização com sondas de outras espécies (Malone & Oliver, 2011). 

No entanto, a detecção de genes com baixa expressão permanecerá como um 

problema para ambas as técnicas, mas há algumas aplicações como a descoberta de 

transcritos e a identificação de isoformas, em que a escolha da técnica de RNA-Seq pode 

ser a melhor opção (Malone & Oliver, 2011). 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

1. Avaliar o padrão de expressão gênica entre as células da bainha epitelial de 

Hertwig e o tecido periodontal em formação no mesmo período experimental. 

 

2. Avaliar o padrão de expressão gênica entre o período inicial de formação do 

ligamento periodontal e o período de maturação desse mesmo tecido.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

Foram utilizados camundongos (Swiss-Webster) adultos, os quais foram 

acasalados no intuito de se obter animais de segunda geração.  Os animais foram 

mantidos em gaiolas para acasalamento por 12 horas sendo que cada gaiola continha 

duas fêmeas e um macho. Após a copulação, camundongos fêmeas foram examinadas 

para a detecção visual do “plug” vaginal, cuja presença determinou o início do período 

gestacional ou dia gestacional 0 (E0). Filhotes da mesma ninhada, machos ou fêmeas, 

foram sacrificados nos períodos pós-natal (PN) que representam diferentes etapas de 

formação do ligamento periodontal incluindo PN13 – 13 dias pós-natal (início de formação 

do ligamento periodontal) e PN45 – 45 dias pós-natal (completa formação da raiz e do 

ligamento periodontal). Todos os animais foram mantidos no ciclo de 12 horas 

claro/escuro numa temperatura de aproximadamente 21°C com água e comida fornecidas 

“ad libitum” durante todo o período experimental. Este estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA/UNICAMP No 2101-1 (Anexo 1).  

 

Preparo das amostras 

Um camundongo por período (n=1/período; nTotal = 3) foi sacrificado por 

meio de deslocamento cervical e as hemimandíbulas foram armazenadas em tubos com 

nitrogênio líquido até o momento da fixação. O processamento das amostras foi realizado 

de acordo com protocolo previamente estabelecido no laboratório de Periodontia da FOP 

(Salmon et al., 2012) (Anexo 2). As amostras foram colocadas em cassetes plásticos, 

imersas e mantidas no fixador Protocol (formol tamponado a 10%) (Fisher Diagnostics. 

Midletown, VA, USA) por 2 horas a 4°C. Após, as amostras passaram por três lavagens em 

solução de tampão fosfato (PBS) 1X (pH 7.4, Ambion/Applied Biosystem) por 30 minutos e 
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foram então descalcificadas em solução de ácido etilenodiaminotetracético – EDTA 

Merck/Millipore) a 20% em tampão fosfato a 0,01M, pH 7.4 e mantidas a 4°C sob agitação 

constante com três trocas diárias da solução por um período de 15 dias para PN13 e 21 

dias para PN45. As hemimandíbulas foram então aparadas mantendo-se a região dos 

molares, lavadas em PBS, desidratadas em 3 trocas de etanol absoluto por 30 minutos, 

incubadas em 2 trocas de xilol por 20 minutos, infiltradas em parafina por 2 horas e 

incluídas em Paraplast (McCormick Scientific). Os blocos foram aparados e armazenados a 

-20°C até o uso. Cortes longitudinais aos primeiros molares foram seccionados com 7 µm 

de espessura na direção Mésio-Distal, passados em H2O MilliQ tratada com DEPC 

(dietilpirocarbonato) a 42°C e colocados em lâminas de vidro com membrana de 

polietileno naftaleno (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) para captura por 

microdissecção a laser (LCM). As lâminas contendo os cortes (entre 10 a 12 cortes para 

todos os períodos) foram armazenadas a -70°C por um período máximo de 7 dias antes de 

serem processadas para a microdissecção a laser.  

Cuidados extras foram tomados durante a coleta e processamento das 

amostras neste estudo. Todo o material utilizado foi autoclavado e limpo com RNaseZap 

(Applied Biosystem, Ambion, Austin, TX, USA) a fim de evitar a contaminação com RNAses. 

 

Captura por Microdissecção a laser 

Para a microdissecção a laser, as lâminas contendo os cortes histológicos 

foram desparafinizadas em 2 trocas de xilol (Arcturus Bioscience) por 2 minutos e 

hidratadas em concentrações decrescentes de etanol até água, corados por 1 minuto com 

hematoxilina com Paradise Plus Staining Solution (Arcturus Bioscience), desidratados em 

concentrações crescentes de etanol, secos em temperatura ambiente por 5 minutos e 

imediatamente microdissecados. A microdissecção a laser foi feita em pelo menos 12 

cortes para capturar as células do ligamento periodontal (PDL) dos primeiros molares nos 

período PN13 e PN45 e também as células da bainha epitelial de Hertwig (HERS) dos 
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fotomicrografia inferior aponta para o desenho da área do ligamento periodontal a ser microdissecada, 

delimitada pela linha tracejada vermelha no interior da área delimitada pelo retângulo preto. 

 

Figura 2: (A e D) Fotomicrografias de cortes histológicos do primeiro molar mandibular anteriormente à 

da microdissecção a laser. (B) corte histológico de PN13 após a microdissecção a laser e captura das 

células da bainha epitelial de Hertwig (HERS). (C) Imagem do “cap” contendo as células da HERS 

capturadas. (E) corte histológico de PN13 logo após a microdissecção a laser e captura do PDL. (F) 

imagem do “cap” contendo o PDL de PN13 capturado.  (G) corte histológico do primeiro molar 

mandibular no período PN45 anteriormente à captura e microdissecção a laser. (H) corte histológico de 

PN45 após a microdissecção a laser e captura do PDL. (I) Imagem do “cap” contendo o PDL de PN45 

capturado. Barra = 200µm. 

 

Extração e amplificação do RNA e síntese de cDNA 

Os “caps” contendo os tecidos capturados (figura 2C, 2F e 2I) foram 

transferidos e adaptados a um microtubo de 0,5ml contendo o tampão de lise (Pro-K 
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Reconstituition Buffer (Applied Biosystems™ by Life Technologies™) do “kit” de extração 

de RNA (Arcturus® Paradise® Plus Reagent System – Applied Biosystems™ by Life 

Technologies™). O tubo foi vertido para permitir o contato do tampão de lise com o tecido 

capturado, incubado a 37°C por 16 horas, vortexado para a homogeneização da amostra e 

brevemente centrifugado. 

Para o isolamento do RNA total foi utilizado o “Kit” Arcturus® Paradise® Plus 

Reagent System (Applied Biosystems™ by Life Technologies™), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNase I 

para se remover traços de DNA genômico contaminante. Após a extração do RNA total, a 

concentração de RNA das amostras foi avaliada por espectrometria usando NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific, Wilmington, NC). A integridade do RNA foi avaliada utilizando-se 

1µl de cada amostra com o “kit” RNA Pico 6000 Labchip no equipamento 2100 Bioanalyzer 

Expert (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Após a verificação do RIN (Número de 

integridade do RNA), no qual uma escala de 1 a 10 indicou qualidade de RNA de 

severamente fragmentado a RNA intacto de alta qualidade, seguiu-se para duas etapas de 

amplificação do RNA com o “kit” Arcturus® Paradise® Plus Reagent System RNA 

Amplification (Applied Biosystems™ by Life Technologies™) de acordo com as instruções 

do fabricante. A síntese de cDNA foi realizada utilizando 4µg do RNA amplificado e o “kit” 

SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Life Technologies, USA) de 

acordo com as instruções do fabricante.  

 

Sequenciamento de RNA (RNA-Seq) 

O processo de preparo das amostras para o sequenciamento do RNA (RNA-

Seq) foi feito no Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de 

Queiroz” (ESALQ) utilizando-se o “kit” TruSeq™ RNA Sample Preparation v2 high 

throughput Kit (Illumina®, Inc., San Diego, CA) a partir da segunda etapa de síntese de 

cDNA e seguindo as recomendações do fabricante desse momento em diante. 
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Resumidamente, as moléculas de cDNA das três amostras (PN13 HERS, PN13 e 

PN45) foram selecionadas por tamanho, amplificadas pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR), passaram pelo reparo das extremidades e pela ligação de adaptadores 

para hibridização na célula de fluxo e injetadas dentro da célula de fluxo para o início do 

sequenciamento pela plataforma HiScanSq  (Illumina®, Inc., San Diego, CA). Após o 

sequenciamento, os dados brutos obtidos foram analisados em quatro etapas principais:  

Na primeira etapa (obtenção e visualização dos dados brutos) foi utilizado o 

programa CASAVA 1.8.2 fornecido pela Illumina (Illumina®, Inc., San Diego, CA), que 

organiza os dados brutos transformando-os em “reads” no formato fastq acompanhados 

dos índices de qualidade “Phred”. Os “reads” foram visualizados utilizando o programa 

FastQC         (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/).  

A segunda etapa consistiu no pré-processamento dos “reads” e aqueles com 

qualidade média ≤ 30 na escala “phred” foram removidos utilizando os scripts de pré-

processamento de Smith et al. (2011) a fim de evitar artefatos e reduzir o tempo das 

análises posteriores. Sequências dos “index” e dos “primers” utilizadas na confecção das 

bibliotecas de cDNA também foram identificadas e removidas com a utilização da 

ferramenta FASTX-Toolkit, versão 0.0.13 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html). Foi verificada também a 

contaminação por rRNA nas amostras utilizando o “pipeline”  do programa Agalma 

(https://github.com/caseywdunn/agalma). O “script” utilizado nesse programa mapeia os 

“reads” contra uma base de dados de RNA ribossomal obtida no “site” do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI). Também foi analisada a cobertura dos “reads” que 

é definida como o total de bases sequenciadas dividido pelo tamanho do genoma (C = 

NL/G; onde C é a cobertura, N é o número de “reads” sequenciado, L é a quantidade de 

pares de base nos “reads” e G é o tamanho do genoma original em pares de base). 

A terceira etapa consistiu no alinhamento e análise da expressão diferencial 

dessas amostras. Utilizando os programas  TopHat v.2.0.1 (http://tophat.cbcb.umd.edu/) e 

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html
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Bowtie v. 0.12.7 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) (Trapnell et al., 2009; 

Langmead et al., 2009, respectivamente), os “reads” foram mapeados contra o genoma de 

“Mus musculus” v37 da base de dados do  NCBI.  O programa Tophat alinha esses “reads” 

gerados com o sequenciamento nos genomas utilizando o Bowtie e com isso identifica as 

junções de “splicing” dos exons transcritos, identificando exons potenciais.  Para cada 

amostra um arquivo no formato bam foi gerado contendo o alinhamento em relação ao 

genoma de referência. Após o alinhamento foi obtida a média de profundidade de cobertura 

dos dados atráves do programa Samtools (Li et al., 2009), uma estimativa baseada no número 

de “reads” mapeados ao longo do genoma de referência.  

Os arquivos resultantes do alinhamento foram então agrupados de acordo com os 

períodos avaliados e a análise de expressão gênica diferencial (número de transcritos 

diferencialmente expressos) foi realizada pelo pacote Cuffdiff (Trapnell et al., 2010) que faz 

parte do programa Cufflinks v. 1.3.0 (Trapnell et al., 2010). Foram obtidos os valores de FPKM 

(fragmentos/quilobase de exon/milhões de fragmentos mapeados), que é uma medida 

relativa da abundância dos transcritos obtidos através da montagem do transcriptoma. Para 

cada amostra foi obtida uma média geométrica de expressão, ou seja, média de FPKM, e na 

comparação par-a-par dos períodos foi obtido um número de “fold change”. Esse número 

obtido através da comparação de um período por outro (por exemplo, PN13 vs. PN45), de 

valor 1(um) indica duas vezes a diferença de expressão, já que as medidas de “fold change” 

estão em escala de log2. Para a análise estatística, o Teste Exato de Fisher foi utilizado e os 

transcritos referentes aos genes foram considerados diferencialmente expressos quando seus 

valores de expressão (FPKM) diferiram por um fator de 1,5 e quando seu valor de p corrigido 

e do FDR (“false discovery rate”) eram menores que 0,05. Esse valor corrigido de p é também 

chamado de valor q ou adjp (“adjusted p value”) e pode ser obtido através da função de R no 

pacote R/Bioconductor (http://www.bioconductor.org/). Além disso, o FDR de 0,05 é uma 

medida controlada pelo procedimento de correção de Benjamini & Hochberg (1995).  A 

visualização gráfica dos resultados foi feita pelo pacote CummeRbund 

(http://compbio.mit.edu/cummeRbund/), através de gráficos de dispersão e “volcano plots”, 
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que permitem verificar a magnitude da expressão diferencial dos genes ou transcritos de 

modo geral. 

Na quarta e última etapa foi realizada a análise das categorias GO (“Gene 

Ontology”) e das vias funcionais KEGG para identificação dos processos biológicos e funções 

moleculares da rede de genes diferencialmente expressos entre os períodos. Essa 

identificação (Zhang et al., 2005; Duncan et al., 2010) foi realizada pelo programa WebGestalt 

– WEB-based Gene Set Analysis Toolkit v2 (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) com os 

parâmetros Gene Id type: mmusculus_Ensemble_gene_stable_id, Reference Set: mmusculus 

genome, Statistical Method: Hypergeometric, Multiple Test Adjustment: BH, Significance 

Level: top 10, Minimum number of genes for a category: 2. O teste de enriquecimento 

empregado foi o Hipergeométrico, seguido da correção de Benjamini & Hochberg (1995). 

Uma vez identificadas e anotadas, as relações entre essas proteínas e suas funções são 

visualizadas através dos gráficos acíclicos direcionados (DAG), que permitem determinar quais 

termos GO estão sendo diferencialmente expressos em um determinado conjunto de genes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/
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5 RESULTADOS 

 

Qualidade das amostras de RNA 

Usando o protocolo descrito em Material e Métodos (Extração do RNA), foi 

obtido o número de integridade das amostras de RNA em dois momentos cruciais: logo 

após a extração do RNA da amostra capturada por LCM e também após a amplificação 

desse RNA extraído, anteriormente ao processo de preparo das amostras para o RNA-Seq. 

O RIN de cada amostra é demonstrado na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Demonstração do RIN das amostras PN13 HERS, PN13 

e PN45 em duas etapas. RIN I = após a extração do RNA e RIN II 

= após a amplificação do RNA extraído. 

 

Sequenciamento de RNA 

Foram avaliadas as amostras obtidas de 3 animais da mesma ninhada em 

diferentes períodos de sacrifício (amostras PN13 HERS, PN13 e PN45). As amostras foram 

corridas em uma única pista da célula de fluxo da plataforma HiScanSq  (Illumina, Inc., San 

Diego, CA) resultando em aproximadamente 35 – 38 milhões de “reads”/amostra (Tabela 

2). Foi realizada a filtragem desses “reads” iniciais que estavam com aproximadamente 

100 pares de base para a remoção de aproximadamente 25 pares de base das 

extremidades e após esse pré-processamento, os “reads” com qualidade média ≤ 30 na 

Tabela 1: Índice de Integridade do RNA

Amostra RIN I RIN II
PN13 HERS 2.30 2.30
PN13 2.30 2.30
PN45 2.30 2.20
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escala “phred” (Figura 3 mostra um exemplo do índice de qualidade na escala “phred”. 

Nesse exemplo, o “read” observado apresenta qualidade > 30) foram removidos, o que 

resultou num total de 5 – 8 milhões de “reads”/amostra com uma média de 75 pares de 

base (pb) por amostra. Isso corresponde a mais de 19 milhões de “reads” para todas as 

amostras. Também foi observado que houve um pequeno número de contaminantes 

como rRNA (RNA ribossômico) e a cobertura do mapeamento desses “reads” sobre o 

genoma de “Mus Musculus” está exposta na Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Demonstração do índice de qualidade (FastQC) através de um exemplo da 

amostra PN13 HERS. Para os “reads” de todas as amostras após o pré-processamento, 

a média do índice de qualidade estava ≥ 30 na escala “phred”.   

 

 

Tabela 2: Número total de “reads” brutos (nº de “reads” inicial) que foram fornecidos pelo programa 

CASAVA 1.8.2 após o RNA-Seq. Após o pré-processamento, a porcentagem desses “reads” utilizada 

para a etapa seguinte de mapeamento genômico está exposta na 5ª coluna (TopHat v.2.0.1 e Bowtie v. 

0.12.7) e a cobertura por amostra está demonstrada na última coluna. 

Tabela 2: Análise do pré-processamento e cobertura dos reads

Amostra Nº reads inicial após pré-processamento Nº de fragmentos de rRNA % de reads usada no mapeamento Cobertura 

PN 13 HERS 37139470 6609414 1 16,8 2,68

PN 13 38135844 5083424 5 8,3 2,48

PN 45 35654604 8019382 0 22,5 2,02
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Alinhamento e Mapeamento  

Os “reads” filtrados das 3 amostras sequenciadas foram alinhados contra o 

genoma de “Mus musculus” v37 da base de dados do  NCBI e uma média de 15,8% (Tabela 

2) desses “reads” puderam ser mapeados. Além disso, a profundidade de cobertura desse 

alinhamento, ou seja, o número de “reads” mapeado ao longo do genoma de referência 

apresentou uma média de 2,39 para todas as amostras (Tabela 2). Após o alinhando e 

mapeamento, foram eliminados dos dados os genes não alinhados, genes identificados 

como “low data” e “notest”. 

 

Análise de expressão diferencial  

A expressão gênica pareada foi avaliada entre os períodos estudados, ou seja, 

foram realizadas comparações entre PN13 HERS vs. PN13 e PN13 vs. PN45. Os resultados 

mostraram um total de 3328 genes identificados na comparação PN13 HERS vs. PN13. 

Oitenta genes estavam presentes exclusivamente em PN13 HERS e 720 genes foram 

identificados exclusivamente em PN13. Além disso, dos 2528 genes presentes nos dois 

períodos, 587 foram diferencialmente expressos, sendo que 25 desses genes foram 

diferencialmente expressos para o período PN13 HERS e 562 foram diferencialmente 

expressos para PN13 (Figura 4). Na comparação PN13 vs. PN45, de um total de 3084 

genes, 504 genes estão presentes exclusivamente em PN13 e 79 genes estão presentes 

exclusivamente em PN45. Além disso, dos 2501 genes presentes nos dois períodos, 768 

foram diferencialmente expressos, sendo que 764 desses genes foram diferencialmente 

expressos para o período PN13 e 4 foram diferencialmente expressos para PN45 (Figura 

5). As figuras 6 e 7 (A e B) representam graficamente a tendência do total de genes sendo 

esses diferencialmente expressos ou não para as comparações descritas acima.  
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Figura 4: Diagrama de Venn mostrando a distribuição de um total de 3328 genes mapeados para a 

comparação PN13 HERS vs. PN13. (* diferencialmente expressos;  q ≤ 0,05). 

 

 

 

 

Figura 5: Diagrama de Venn mostrando a distribuição de um total de 3084 mapeados para a comparação 

PN13 vs. PN45. (* diferencialmente expressos; q ≤ 0,05). 
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Figura 6: Representação gráfica do total de genes identificados com o mapeamento para a comparação 

entre os períodos PN13 HERS vs. PN13. Em A, um gráfico de dispersão demonstra a tendência da maioria 

dos genes expressos nessa comparação para o período PN13. Em B, um gráfico tipo “volcano” demonstra 

que a maioria dos genes expressos tende para PN13 e ainda mostra aqueles genes que foram 

diferencialmente expressos.  

●  genes sem diferença de expressão (p≥0,05) 

●  genes diferencialmente expressos (p≤0,05) 

 

A B

PN13 HERS / PN13
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Figura 7: Representação gráfica do total de genes identificados com o mapeamento para a comparação 

entre os períodos PN13 vs. PN45. Em A, um gráfico de dispersão demonstra a tendência da maioria dos 

genes expressos nessa comparação para o período PN13. Em B, um gráfico tipo “volcano” demonstra que a 

maioria dos genes expressos tende para PN13 e ainda mostra aqueles genes que foram diferencialmente 

expressos.  

●  genes sem diferença de expressão (p≥0,05) 

●  genes diferencialmente expressos (p≤0,05) 

  

PN13 / PN45

A B
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Análise de enriquecimento das categorias de Ontologia Gênica (GO) de genes 

diferencialmente expressos 

Associações funcionais das mudanças na expressão gênica dos períodos 

estudados foram verificadas para a identificação dos processos biológicos, funções 

moleculares e componentes celulares através do programa WebGestalt. A análise de GO 

(enriquecimento das categorias funcionais) foi realizada para os genes diferencialmente 

expressos identificados em ambos os períodos. DAG são gráficos acíclicos direcionados 

que demonstram possíveis vias metabólicas presentes nas amostras avaliadas (Anexos 3 a 

11. Genes diferencialmente expressos = adjp ≤ 0,05 = valor de p ajustado para múltiplos 

testes - Teste Hipergeométrico). Além disso, a análise de enriquecimento das categorias 

funcionais também forneceu gráficos de barras que representam mais especificamente a 

distribuição dos genes dentro das suas funções. Os genes foram categorizados a partir dos 

genes diferencialmente expressos nas análises comparativas. Para a comparação PN13 

HERS vs. PN13, dos 25 genes diferencialmente expressos em PN13 HERS, 15 genes foram 

separados nas categorias e o restante foi identificado como genes não mapeados para os 

quais nenhuma categorização foi identificada. Ainda para a comparação PN13 HERS vs. 

PN13, de 562 genes diferencialmente expressos em PN13, 480 foram separados nas 

categorias. Na comparação PN13 vs. PN45, de 764 genes diferencialmente expressos em 

PN13, 655 foram separados nas categorias. A avaliação dos genes diferencialmente 

expressos nos períodos avaliados (PN13 HERS vs. PN13 e PN13 vs. PN45) para a categoria 

Processo Biológico (Figuras 8 A, B e C) mostrou que todas as amostras apresentaram um 

padrão similar de distribuição nas sub-categorias, sendo que um número maior de genes 

estava relacionado com Processo Metabólico e Regulação Biológica. A análise da categoria 

Função Molecular (Figura 9 A, B e C) também mostrou um padrão similar de distribuição 

entre as amostras, sendo que a maioria dos genes estava distribuída nas sub-categorias 

Ligação de Proteínas, Ligação de Íons e Ligação de Nucleotídeos. A análise de GO para a 

categoria Componente Celular (Figura 10 A, B e C) dos genes diferencialmente em PN13 

HERS na comparação entre PN13 HERS vs. PN13 mostrou que a maioria dos genes estava 
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chamou a atenção a presença de 9 genes relacionados a via de sinalização de interação de 

receptores de matriz extracelular. 

 

 

Tabela 3: Representação do enriquecimento KEGG da quantidade de genes presentes nas vias de sinalização 

biológicas na comparação dos períodos PN13 HERS vs. PN13 para os genes diferencialmente expressos em 

PN13 HERS*. (Adjp ≤ 0,05 = diferencialmente expresso). Adjp = adjusted p corresponde ao valor de p 

ajustado para múltiplos testes - Teste Hipergeométrico). 

 

 

 

Tabela 4: Representação do enriquecimento KEGG da quantidade de genes presentes nas vias de sinalização 

biológicas na comparação dos períodos PN13 HERS vs. PN13 para os genes diferencialmente expressos em 

PN13*. (Adjp ≤ 0,05 = diferencialmente expresso). Adjp = adjusted p corresponde ao valor de p ajustado 

para múltiplos testes – Teste Hipergeométrico). 

Tabela 3: Vias de sinalização biológica (KEGG) PN13 HERS vs. PN13 (HERS*)

Via de Sinalização Nº de genes Adj p 

Metabólica 2 0,0356

Tabela 4: Vias de sinalização biológica (KEGG) PN13 HERS vs. PN13 (PN13*)

Via de Sinalização Nº de genes Adj p 

Metabólica 62 8,95E-30

Doença de Huntington 35 1,41E-32

Doença de Parkinson 34 4,08E-35

Doença de Alzheimer 33 3,98E-28

Fosforilação Oxidativa 32 2,78E-33

Ribossomal 26 3,86E-28

Adesão Focal 16 1,16E-10

Contração Muscular Cardíaca 12 6,02E-11

Ciclo Citrato (Ciclo TCA) 11 5,50E-15

Interação receptor ECM 9 1,93E-07
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Tabela 5: Representação do enriquecimento KEGG da quantidade de genes presentes nas vias de sinalização 

biológicas na comparação dos períodos PN13 vs. PN45 para os genes diferencialmente expressos em PN13*. 

(Adjp ≤ 0,05 = diferencialmente expresso). Adjp = adjusted p corresponde ao valor de p ajustado para 

múltiplos testes – Teste Hipergeométrico). 

 

Diferenças nos níveis de expressão gênica entre os períodos associados com 

a formação radicular. 

Entre os genes diferencialmente expressos (q ≤ 0,05) nas comparações PN13 

HERS vs. PN13 e PN13 vs. PN45, foi realizada a seleção de 124 genes de interesse após o 

estudo de suas funções descritas na literatura (PubMed - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 

e considerando os genes que apresentaram “fold change” ≥ 2. Foram investigados os 

estudos científicos relacionados sobre o envolvimento desses genes com a formação do 

ligamento periodontal ou com a bainha epitelial de Hertwig, bem como com as estruturas 

adjacentes. Esses dados estão dispostos nas tabelas 6, 7, 8 e 9. Características como 

Ensemble ID, símbolo do gene, FPKM, Log2 fold change e o valor de q estão dispostas 

nessas tabelas. Observou-se que houve um maior número de genes diferencialmente 

expressos presentes no período PN13 tanto na comparação PN13 HERS vs. PN13 quanto 

na comparação PN13 vs. PN45. Os genes escolhidos de acordo com a literatura seguiu o 

Tabela 5: Vias de sinalização biológica (KEGG) PN13 vs. PN45 (PN13*)

Via de Sinalização Nº de genes Adj p 

Metabólica 86 7,09E-42

Doença de Huntington 48 3,37E-45

Fosforilação Oxidativa 47 5,20E-51

Doença de Parkinson 46 2,21E-48

Doença de Alzheimer 46 1,01E-39

Contração Muscular Cardíaca 22 8,95E-23

Ribossomal 20 1,00E-16

Adesão Focal 18 1,59E-10

Ciclo Citrato (Ciclo TCA) 14 7,83E-19

Proteossômica 12 1,20E-12

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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seguinte critério: genes relacionados com a matriz extracelular, fatores de crescimento, 

ligação de cálcio, moléculas transmembranas e enzimas. Dessa forma, observou-se que 

para o período PN13 HERS (tabela 6), apesar de os genes terem sido escolhidos quando 

“fold change” ≥ 2, avaliando-se a literatura, apenas 2 deles fazem parte dos critérios 

definidos acima que são os genes Lingo 2 e Itga8. 

Para PN13 na comparação PN13 HERS vs. PN13, 50 genes apresentaram “fold 

change” ≥ 2 e estavam presentes em um dos critérios acima. Resumidamente, os genes 

Col1a1, Col1a2, Col4a1, Col6a1, Col6a2 e Col6a3 são genes colágenos e fazem parte da 

matriz extracelular. Outros genes como Lamc1, Lasp1, Lum, Pnn, Postn, Dcn, Sparc, Vim e 

Calu também fazem parte da matriz extracelular. Genes como S100a6 e Smoc2 são genes 

que participam da ligação de cálcio com seus receptores na célula. Os genes Grb10, Igf1, 

Igf2, Igfbp5 e Igfbp7 são genes considerados fatores de crescimento. Os genes Sod1, 

Camk2b, Prkar1a, Prkaca estão relacionados com enzimas e os genes Itgb1 e Tmem158 

estão relacionados com moléculas transmembranas.  

Para PN13 na comparação PN13 vs. PN45, 57 genes apresentaram fold change 

≥ 2 e estavam presentes em um dos critérios acima. Resumidamente, os genes Col1a2, 

Col3a1, Col4a1, Col5a3, Col6a1, Col6a2, Col15a1, Pcolce, são genes colágenos e fazem 

parte da matriz extracelular. Outros genes como Mgp, Lum, Vcl e Dcn também fazem 

parte da matriz extracelular. Genes como S100a16 e Smoc2 são genes que participam da 

ligação de cálcio com seus receptores na célula. Os genes Igfbp7, Vegfa, Igfbp5, Igf2, Egfl7, 

Pdgfa, Grb10 e Hdgf são genes considerados fatores de crescimento. Os genes Sod1, 

Lcmt1, Csnk1d, Ctdsp1, Vcp, Prkar1a, Mbtps1 estão relacionados com enzimas e os genes 

Itgb1 e Lamp1 estão relacionados com moléculas transmembranas.  

Para a confirmação dos resultados de expressão diferencial dos genes 

selecionados, outros experimentos complementares utilizando as técnicas de reação em 

cadeia da polimerase (qPCR) e imunohistoquímica e/ou imunofluorescência serão 

realizados para a validação dos achados mais significativos.  
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Tabela 6: FPKM = fragmentos/quilobase de exon/milhões de fragmentos mapeados (média geométrica de 

expressão). Log2 “fold change” = indica a diferença de expressão. Valor de q ≤ 0,05 = genes diferencialmente 

expressos. 

 

Tabela 6: 13 genes diferencialmente  mais expressos na comparação PN13 HERS x PN13 (PN13 HERS*)

Ensemble ID Gene FPKM HERS FPKM PN13 Log2 (fold change) Valor q

ENSMUSG00000059921 Unc5c 5,73 0,06 -6,59736 0,01447

ENSMUSG00000028708 Mknk1 29,12 0,44 -6,03438 0,01398

ENSMUSG00000026768 Itga8 4,87 0,10 -5,67145 0,01971

ENSMUSG00000054871 Tmem158 6,22 0,34 -4,17727 0,04111

ENSMUSG00000093503 Vmn2r-ps4 10,29 0,63 -4,02325 0,04887

ENSMUSG00000045083 Lingo2 4,61 0,30 -3,96069 0,02374

ENSMUSG00000035392 Dennd1a 13,45 0,97 -3,80011 0,02553

ENSMUSG00000074892 B3galt5 5,54 0,42 -3,71474 0,04775

ENSMUSG00000091468 Vmn2r82 7,97 0,75 -3,41102 0,02397

ENSMUSG00000028386 Slc46a2 9,88 1,21 -3,02626 0,03126

ENSMUSG00000035236 Scai 37,90 5,10 -2,89479 0,04872

ENSMUSG00000024579 Pcyox1l 34,51 4,66 -2,88913 0,01264

ENSMUSG00000041592 Sdk2 13,86 2,59 -2,42045 0,04609
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Tabela 7: 50 genes diferencialmente  mais expressos na comparação PN13 HERS x PN13 (PN13*)

Ensemble ID Gene FPKM HERS FPKM PN13 Log2 (fold change) Valor q

ENSMUSG00000031239 Itm2a 0,31 40,27 7,0273 0,00021

ENSMUSG00000029152 Ociad1 0,39 33,26 6,4226 0,02985

ENSMUSG00000001119 Col6a1 0,13 10,34 6,3331 0,03426

ENSMUSG00000020241 Col6a2 0,11 8,22 6,2380 0,01250

ENSMUSG00000020612 Prkar1a 1,99 83,80 5,3972 0,00000

ENSMUSG00000026478 Lamc1 0,38 15,54 5,3544 0,03598

ENSMUSG00000038366 Lasp1 0,29 11,35 5,2931 0,00357

ENSMUSG00000031987 Egln1 0,15 5,64 5,2727 0,00937

ENSMUSG00000025809 Itgb1 0,13 4,88 5,1877 0,04034

ENSMUSG00000020048 Hsp90b1 0,48 15,53 5,0179 0,01240

ENSMUSG00000032231 Anxa2 0,76 20,59 4,7599 0,01007

ENSMUSG00000038615 Nfe2l1 0,29 6,42 4,4654 0,03113

ENSMUSG00000008136 Fhl2 0,35 7,32 4,3929 0,03575

ENSMUSG00000036446 Lum 0,77 14,40 4,2317 0,00785

ENSMUSG00000017615 Tnfaip1 0,36 6,25 4,1256 0,03348

ENSMUSG00000020994 Pnn 0,30 5,06 4,0976 0,02100

ENSMUSG00000027447 Cst3 3,49 58,74 4,0737 0,00520

ENSMUSG00000048126 Col6a3 0,71 11,61 4,0241 0,02110

ENSMUSG00000005469 Prkaca 0,46 6,84 3,8989 0,03988

ENSMUSG00000001847 Rac1 3,41 48,41 3,8296 0,00093

ENSMUSG00000049775 Tmsb4x 53,52 752,51 3,8137 0,00001

ENSMUSG00000031311 Nono 0,81 11,25 3,7877 0,01323

ENSMUSG00000029661 Col1a2 4,70 64,07 3,7675 0,00002

ENSMUSG00000026043 Col3a1 4,27 54,19 3,6651 0,00005

ENSMUSG00000038668 Lpar1 0,79 9,46 3,5764 0,02768

ENSMUSG00000001627 Ifrd1 4,41 51,40 3,5419 0,04736

ENSMUSG00000028988 Ctnnbip1 0,78 8,82 3,5013 0,02560

ENSMUSG00000027750 Postn 1,32 14,93 3,4978 0,00856

ENSMUSG00000074457 S100a16 2,54 27,96 3,4622 0,02464

ENSMUSG00000057897 Camk2b 0,76 8,24 3,4452 0,04549

ENSMUSG00000058709 Egln2 0,75 7,77 3,3666 0,04797

ENSMUSG00000001025 S100a6 5,24 49,37 3,2365 0,02306

ENSMUSG00000027712 Anxa5 3,54 33,12 3,2245 0,00923

ENSMUSG00000019929 Dcn 1,22 11,16 3,1890 0,04119

ENSMUSG00000020176 Grb10 2,02 17,88 3,1431 0,00690

ENSMUSG00000023886 Smoc2 1,32 11,27 3,0990 0,04696

ENSMUSG00000018593 Sparc 17,76 137,43 2,9515 0,00043

ENSMUSG00000031502 Col4a1 0,99 7,62 2,9502 0,04201

ENSMUSG00000022982 Sod1 35,13 270,64 2,9456 0,00245

ENSMUSG00000036371 Serbp1 1,58 12,01 2,9304 0,00719
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Tabela 7: FPKM = fragmentos/quilobase de exon/milhões de fragmentos mapeados (média geométrica de 

expressão). Log2 fold change = indica a diferença de expressão. Valor de q ≤ 0,05 = genes diferencialmente 

expressos. 

Tabela 7: Continuação

Ensemble ID Gene FPKM HERS FPKM PN13 Log2 (fold change) Valor q

ENSMUSG00000026586 Prrx1 1,23 9,28 2,9191 0,04864

ENSMUSG00000035242 Oaz1 12,28 89,84 2,8708 0,00826

ENSMUSG00000026728 Vim 11,07 76,58 2,7905 0,00372

ENSMUSG00000030057 Cnbp 6,00 41,15 2,7774 0,04341

ENSMUSG00000029767 Calu 1,43 9,71 2,7587 0,04251

ENSMUSG00000048583 Igf2 50,66 287,34 2,5038 0,00351

ENSMUSG00000036256 Igfbp7 8,69 47,88 2,4619 0,04549

ENSMUSG00000020053 Igf1 5,05 27,48 2,4444 0,04043

ENSMUSG00000001506 Col1a1 12,81 64,44 2,3308 0,00303

ENSMUSG00000026185 Igfbp5 4,27 17,38 2,0251 0,03384
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Tabela 8: 57 genes diferencialmente  mais expressos na comparação PN13 x PN45 (PN13*)

Ensembl ID Gene FPKM PN13 FPKM PN45 Log2 (fold change) Valor q

ENSMUSG00000020241 Col6a2 8,22 0,08 -6,7638 0,0239

ENSMUSG00000004098 Col5a3 4,44 0,05 -6,5297 0,0298

ENSMUSG00000036256 Igfbp7 47,88 0,60 -6,3165 0,0157

ENSMUSG00000027447 Cst3 58,74 0,82 -6,1602 0,0040

ENSMUSG00000005161 Prdx2 51,62 0,74 -6,1228 0,0420

ENSMUSG00000021493 Pdlim7 5,84 0,08 -6,1198 0,0499

ENSMUSG00000023951 Vegfa 30,09 0,44 -6,0945 0,0002

ENSMUSG00000031835 Mbtps1 4,49 0,07 -6,0441 0,0437

ENSMUSG00000038239 Hrc 17,14 0,28 -5,9367 0,0223

ENSMUSG00000038485 Socs7 4,65 0,08 -5,7977 0,0074

ENSMUSG00000029152 Ociad1 33,26 0,68 -5,6060 0,0052

ENSMUSG00000020612 Prkar1a 83,80 1,79 -5,5470 0,0000

ENSMUSG00000026185 Igfbp5 17,38 0,39 -5,4696 0,0000

ENSMUSG00000031502 Col4a1 7,62 0,18 -5,4228 0,0038

ENSMUSG00000048583 Igf2 287,34 6,79 -5,4039 0,0000

ENSMUSG00000061353 Cxcl12 8,47 0,20 -5,3945 0,0305

ENSMUSG00000020048 Hsp90b1 15,53 0,37 -5,3741 0,0018

ENSMUSG00000073889 Il11ra1 226,78 5,56 -5,3506 0,0004

ENSMUSG00000028452 Vcp 6,85 0,18 -5,2366 0,0181

ENSMUSG00000028333 Anp32b 23,73 0,83 -4,8355 0,0326

ENSMUSG00000026921 Egfl7 262,48 9,83 -4,7386 0,0007

ENSMUSG00000028339 Col15a1 31,06 1,25 -4,6379 0,0436

ENSMUSG00000035342 Lzts2 5,27 0,22 -4,6150 0,0380

ENSMUSG00000030218 Mgp 30,90 1,32 -4,5544 0,0229

ENSMUSG00000036371 Serbp1 12,01 0,53 -4,5100 0,0004

ENSMUSG00000026176 Ctdsp1 6,97 0,32 -4,4589 0,0323

ENSMUSG00000025856 Pdgfa 30,23 1,51 -4,3237 0,0029

ENSMUSG00000001119 Col6a1 10,34 0,53 -4,2973 0,0063
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Tabela 8: FPKM = fragmentos/quilobase de exon/milhões de fragmentos mapeados (média geométrica de 

expressão). Log2 fold change = indica a diferença de expressão. Valor de q ≤ 0,05 = genes diferencialmente 

expressos. 

 

Tabela 8: Continuação

Ensembl ID Gene FPKM PN13 FPKM PN45 Log2 (fold change) Valor q

ENSMUSG00000020994 Pnn 5,06 0,26 -4,2840 0,0185

ENSMUSG00000023886 Smoc2 11,27 0,58 -4,2832 0,0222

ENSMUSG00000029718 Pcolce 42,50 2,19 -4,2794 0,0426

ENSMUSG00000036446 Lum 14,40 0,75 -4,2647 0,0076

ENSMUSG00000025162 Csnk1d 9,74 0,52 -4,2412 0,0164

ENSMUSG00000037058 Paip2 19,74 1,09 -4,1768 0,0273

ENSMUSG00000008136 Fhl2 7,32 0,41 -4,1618 0,0393

ENSMUSG00000038569 Rad9b 11,70 0,65 -4,1592 0,0473

ENSMUSG00000021823 Vcl 4,78 0,28 -4,1032 0,0341

ENSMUSG00000074457 S100a16 27,96 1,79 -3,9662 0,0166

ENSMUSG00000031447 Lamp1 11,28 0,74 -3,9358 0,0231

ENSMUSG00000020176 Grb10 17,88 1,28 -3,8068 0,0015

ENSMUSG00000042406 Atf4 55,65 4,04 -3,7855 0,0017

ENSMUSG00000035242 Oaz1 89,84 6,59 -3,7686 0,0013

ENSMUSG00000030763 Lcmt1 12,08 0,95 -3,6685 0,0440

ENSMUSG00000006699 Cdc42 29,88 2,36 -3,6614 0,0072

ENSMUSG00000025809 Itgb1 4,88 0,39 -3,6372 0,0362

ENSMUSG00000030057 Cnbp 41,15 3,34 -3,6250 0,0121

ENSMUSG00000038366 Lasp1 11,35 1,04 -3,4517 0,0322

ENSMUSG00000053931 Cnn3 25,23 2,33 -3,4336 0,0079

ENSMUSG00000019929 Dcn 11,16 1,08 -3,3735 0,0417

ENSMUSG00000021127 Zfp36l1 6,12 0,61 -3,3296 0,0443

ENSMUSG00000001847 Rac1 48,41 5,06 -3,2589 0,0027

ENSMUSG00000031954 Cfdp1 22,55 2,99 -2,9133 0,0397

ENSMUSG00000022982 Sod1 270,64 39,69 -2,7697 0,0037

ENSMUSG00000004897 Hdgf 34,48 6,19 -2,4778 0,0201

ENSMUSG00000029661 Col1a2 64,07 13,35 -2,2628 0,0043

ENSMUSG00000026043 Col3a1 54,19 11,80 -2,1987 0,0073

ENSMUSG00000049775 Tmsb4x 752,51 168,10 -2,1624 0,0105
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Tabela 9: FPKM = fragmentos/quilobase de exon/milhões de fragmentos mapeados (média geométrica de 

expressão). Log2 fold change = indica a diferença de expressão. Valor de q ≤ 0,05 = genes diferencialmente 

expressos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 9: 4 genes diferencialmente  mais expressos na comparação PN13 x PN45 (PN45*)

Ensemble ID Gene FPKM PN13 FPKM PN45 Log2 (fold change) Valor q

ENSMUSG00000087580 Gm16869 27,48 326,49 3,5708 0,01680

ENSMUSG00000075015 Gm10801 188,80 1932,13 3,3553 0,00001

ENSMUSG00000074561 Gm10717 39,25 376,74 3,2629 0,03942

ENSMUSG00000075014 Gm10800 2140,33 15233,30 2,8313 0,02014
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6 DISCUSSÃO 

 

De acordo com nossos conhecimentos, não há nenhum estudo analisando a 

expressão gênica tanto do ligamento periodontal quanto da bainha epitelial de Hertwig 

durante a formação radicular. Muitos estudos mostram o padrão de expressão gênica de 

genes pré-selecionados e a maioria dos estudos avalia a expressão gênica nos períodos 

iniciais de formação radicular, quando há pouca mineralização dos tecidos (Osmundsen et 

al., 2007; Kim et al., 2012). Nesse estudo, apresentamos a expressão gênica em períodos 

bastante característicos para o desenvolvimento radicular (PN13 e PN45) de maneira a 

representar o início do processo de formação do ligamento periodontal e o seu período de 

maturação. No entanto, esse trabalho pretende apenas descrever de maneira exploratória 

o perfil de expressão usando a técnica de RNA-Seq. Para tanto, a técnica de captura e 

microdissecção a laser foi utilizada sobre a HERS e sobre o ligamento periodontal em 

períodos em que a descalcificação se faz necessária. Foi demonstrado por Salmon et al. 

(2012) que a microdissecção de tecidos descalcificados é possível mesmo havendo um 

maior impacto na qualidade e quantidade de RNA capturado. Nesse estudo (Salmon et al., 

2012) também foi demonstrado que o RIN das amostras fixadas com Protocol e 

descalcificadas eram de aproximadamente 2.4 e que mesmo assim a análise da expressão 

gênica através de qPCR foi possível. Portanto, para o nosso estudo usamos o mesmo 

protocolo estabelecido por Salmon et al. (2012) o que possibilitou um RIN também de 2.4 

em média demonstrando a fragmentação das nossas amostras. No entanto, a análise de 

RNA-Seq foi viável levando em consideração que para essa técnica há uma etapa de 

fragmentação do RNA. Contraditoriamente, Sun et al. (2012) demonstrou uma maior 

qualidade de RNA para amostras congeladas e não descalcificadas para períodos PN7 e 

PN14, cujo RIN foi de 6,6 em média. No entanto, deve-se levar em consideração que em 

nosso estudo foi incluído o período PN45 que por apresentar maior mineralização dos 

tecidos não permitiria cortes histológicos congelados. E para que houvesse a padronização 

do protocolo para todas as amostras optou-se pela descalcificação.  
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 Analisando-se os dados gerados com o RNA-Seq foi observado que a 

quantidade de “reads” (5-8 milhões de “reads”/amostra) gerada foi baixa em relação a 

outros estudos com a mesma técnica de sequenciamento (Jager et al., 2011; Davanian et 

al., 2012; Hutchins et al., 2012), no entanto deve-se considerar as diferentes amostras 

avaliadas nos estudos. Além disso, a qualidade dos “reads” utilizados para o mapeamento 

foi ≥30 na escala “phred”, o que evidencia que os resultados dos genes identificados com 

o mapeamento estavam com boa qualidade e são confiáveis.  No entanto, a falta de 

replicatas das amostras do nosso estudo pode ter resultado em erros nas diferenças de 

expressão devido à variação biológica inerente de cada animal (Fang et al., 2012), pois é 

recomendado que experimentos que envolvam a técnica de RNA-Seq incluam pelo menos 

três replicatas biológicas (Auer & Doerge, 2010; Oshlack et al., 2010). Deve-se salientar 

também que esses dados ainda serão confirmados através de qPCR e reações de 

imunohistoquímica/imunofluorescência com a utilização de 3 replicatas para a 

confirmação dos nossos achados.  

 A análise estatística intergrupo revelou alguns dados bem interessantes em 

relação à diferença de expressão gênica entre os períodos no início da formação radicular 

e na sua maturação. Observou-se que dos genes diferencialmente expressos, a maioria se 

concentra no período PN13, tanto na comparação PN13HERS vs. PN13 quanto na 

comparação PN13 vs. PN45. Observa-se que apesar dos genes estarem presentes nos dois 

períodos, poucos genes são estatisticamente significantes para HERS e para PN45, 

evidenciando que tanto as diferenças de expressão nos períodos iniciais, quando se 

compara as células da bainha epitelial de Hertwig com o ligamento periodontal (PN13 

HERS vs. PN13), quanto as diferenças de expressão na comparação do período inicial de 

formação do ligamento periodontal com o  ligamento periodontal já formado e maduro 

(PN13 vs. PN45), são bem pontuais.  

A análise de enriquecimento das categorias de genes diferencialmente 

expressos nos forneceu dados que podem estar superestimando a significância pelo fato 

de não haver réplicas. Por esta razão, foi aplicado um limite no valor de p ≤ 0,05, correção 
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de Benjamini-Hochberg e um fold change ≥ 2. Com esse cuidado, um grande número de 

genes diferencialmente expressos está representado nas categorias biológicas e podem 

ser de grande relevância para o desenvolvimento dental nos diferentes períodos 

comparados. Também foi possível se perceber que a análise KEGG de sinalização biológica 

mostrou uma mudança de perfil das vias de sinalização para os diferentes períodos 

comparados.  

 Analisando os genes diferencialmente expressos para PN13HERS na 

comparação PN13 HERS vs. PN13, 13 deles foram escolhidos de acordo com as suas 

funções. No entanto, quando os estudos científicos que pudessem nos fornecer 

importantes informações quanto ao metabolismo molecular das células de HERS para a 

formação radicular e do periodonto foram avaliados, apenas 2 deles apresentavam 

funções relacionadas com o desenvolvimento. Já foi demonstrado que o gene Lingo2 está 

relacionado com o desenvolvimento embrionário de camundongos (Haines & Rigby, 2008) 

e podemos sugerir que esse gene está relacionado com o desenvolvimento radicular e 

formação do periodonto por estar presente em HERS, cujas células são mesenquimais não 

diferenciadas provenientes do folículo dental (Diekwisck et al., 2001). Outro gene, Itga8 

faz parte da família de receptores extracelulares de matriz e são conhecidos na regulação 

da adesão, migração e proliferação celular. Foi demonstrado por Bieritz et al. (2003) que 

Itga8 pode ter um papel importante na manutenção da integridade dos tecidos 

glomerulares e portanto, podemos inferir que a sua participação no desenvolvimento 

dental pode estar relacionada com a manutenção da integridade dos tecidos periodontais.  

 Em relação aos genes escolhidos para PN13 na comparação PN13 HERS vs. 

PN13, 8 deles estão envolvidos com a angiogênese, Anxa5, Egln2, SMOC2, SPARC, Vim, 

Igf1, Igf2 e Igfbp7 (Brachvogel et al., 2007, Shen et al., 2009, Rocnik et al., 2006, Rivera et 

al., 2011, Lund et al., 2010, Piecewics et al., 2012; Sheng et al., 2013, Hooper et al., 2009), 

o que demonstra que a atividade de vascularização está presente nos períodos iniciais de 

formação do periodonto, como era esperado, mas é importante salientar que existem 

muitos genes relacionados com a angiogênese e esses genes escolhidos, apesar de ainda 
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precisarem ser validados para esse desenho experimental, aparentemente parecem ter 

um importante papel no processo de angiogênese para a formação radicular. 

A maioria dos genes diferencialmente expressos nesse período está 

relacionada com o metabolismo ósseo e demonstram importantes interações com 

algumas vias de sinalização para a condrogênese e osteoblastogênese (Vietor et al., 2005; 

Gennero et al., 2011;  Hata et al., 2008; Wang et al., 2012; Narayanan et al., 2004; 

Hermann et al., 2009; Van den Plas & Merregaert, 2004; Tsang et al., 2010, Christensen et 

al., 2012.; Izu et al., 2012, Bozec et al., 2010; Carleton et al., 2008; Ponticos et al., 2004, Tu 

et al., 2003; Stomnicki & Lesniak, 2010, Mochida et al., 2009; Gutierrez et al., 2006, Chen 

et al., 2010; Hardouin et al., 2011; Sun et al., 2005, Delany et al., 2003, Mukherjee & 

Rotwein, 2008; Boboba & Engist, 2008). São os genes Ifrd1, Lpar1, Nono, Prkaca, Nfe2l1, 

Egln1, Lasp1, Prkar1a, Postn, Fhl2, Itm2a, Col6a1, Col1a2, S100A6, Mstn, Igf2, SPARC, IGFBP-5. 

Esses dados são bastante interessantes e demonstram a multifuncionalidade das células 

do ligamento periodontal na formação de diferentes células relacionadas com o 

periodonto como osteoblastos e cementoblastos.  

Também foi possível observar a presença de 5 genes que estão envolvidos 

com a formação dental, Prrx1, Postn, Fhl2, Nfe2l e Igf1. O gene Postn, periostin, atua no 

remodelamento da matriz de colágeno na zona de cisalhamento dos incisivos centrais, 

cuja erupção é contínua nos roedores permitindo dessa forma também o remodelamento 

do ligamento periodontal (Kii et al., 2006). Essa função caracteriza o gene periostin como 

sendo muito importante para a erupção dental não somente nos incisivos como também 

nos molares de camundongos nos períodos em que a erupção está ativa. Rios et al. (2005) 

e  Zhang et al. (2010) demonstraram que esse gene está relacionado com a manutenção 

da integridade do ligamento periodontal em resposta ao estresse mecânico, ou seja, no 

período PN13, em que a erupção está começando a acontecer, mesmo sem contato com o 

antagonista, esse gene já começa a ser expresso.  Também tem sido mostrado que o gene 

FHL2 está presente desde a fase de botão até o dia pós-natal 13,5 (Wang et al., 2012).  Os 

autores do estudo sugerem que esse gene pode ter um papel na diferenciação de 
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ameloblastos e odontoblastos, na secreção da matriz de esmalte e dentina, na 

mineralização do esmalte, na morfogênese da coroa dos molares como também na 

formação radicular. O outro gene relacionado com a morfogênese dental, Nfe2l1, também 

chamado de NRF1, está indiretamente relacionado com a atividade de DSPP, um 

marcador de odontoblastos diferenciados, pois interage com C/EBP-β reprimindo a 

atividade do promotor de DSPP em odontoblastos não diferenciados (Narayanan et al., 

2004). Sendo assim, pode-se supor que o gene NRF1 está indiretamente relacionado com 

a diferenciação dos odontoblastos durante a formação radicular. Götz et al., 2006 

demonstrou com dados imuhistoquímicos de dentes permanentes humanos que a 

marcação com o anticorpo Igf1 está presente no cemento indicando um papel para a 

homeostasia e adesão das células desse tecido. Os autores também sugerem que devido à 

marcação imunohistoquímica no ligamento periodontal, essa estrutura pode funcionar 

como reservatório de Igf(s) e provavelmente estão ligados aos componentes da matriz 

extracelular.  Seria interessante, no entanto, estudos mais aprofundados desses genes em 

questão para se definir espacial e temporalmente a sua expressão.   

 Tem sido demonstrado que a sinalização de Wnt parece ser muito 

importante em vários estágios de desenvolvimento do dente, mas a maioria dos estudos 

demonstra a via de sinalização Wnt/β-catenina no desenvolvimento da coroa do dente 

(Lohi et al., 2010). Ctnnbip1 e Ifrd1 são genes que também foram identificados no período 

PN13 e estão relacionados com a regulação negativa da via canônica de sinalização 

Wnt/β-catenina (Sekiya et al., 2002; Vietor et al., 2005) . Dessa forma, há uma pequena 

evidência da inibição dessa via de sinalização nos períodos iniciais de formação radicular o 

que contradiz com as evidências de Rooker et al. (2010) que demonstra a participação 

dessa via de sinalização nas células do ligamento periodontal em proliferação.  

Outro gene, bastante dinâmico em suas ações, Rac1, pertence à superfamília 

de proteínas ligantes - Ras e apresenta-se com diversas funções como contrações do 

citoesqueleto, crescimento celular, adesão, migração e diferenciação.  Também tem sido 

demonstrado que Rac1 controla a função dos osteoblastos (Jung et al., 2011) e dos 
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osteoclastos (Wang et al., 2009) além de participar do desenvolvimento vascular (Tan et 

al., 2008). Todas essas funções estão presentes durante o desenvolvimento do dente e da 

raiz, e mais especificamente foi demonstrado no estudo de Huang et al., 2011 que 

camundongos knockout para Rac1 apresentaram severos defeitos estruturais com a 

completa perda do esmalte após a erupção dos dentes. Apesar de sua 

multifuncionalidade, esses resultados demonstram um papel importante dessa proteína 

no epitélio dental envolvendo as interações da matriz celular e da biomineralização da 

matriz.  

O gene Mstn é um fator de crescimento e diferenciação que pertence à família 

de TGF-β. Decorin é um supressor dessa família e tem sido demonstrado que níveis 

normais de expressão desse supressor podem propor um papel importante no processo 

de mineralização de dentina (Haruyama et al., 2009). Dessa forma, sugere-se que o gene 

Mstn pode estar em equilíbrio com o seu supressor durante o processo de formação e 

mineralização da dentina no período PN13, o que demonstra a sua função para o processo 

de formação radicular. Também foi identificado, nesse estudo, o gene Col1a1 que foi 

demonstrado com envolvimento no reparo e regeneração dentinária após evidências de 

altos níveis de expressão, em camundongos transgênicos com GFP, de células 

odontoblásticas que repararam dentina (Braut et al., 2003). Esse estudo também pode 

fornecer evidências sobre a função desse gene sobre a formação radicular nos animais do 

nosso estudo.  

O gene SPARC, também chamado de osteonectina tem sido demonstrado com 

funções relacionadas ao osso alveolar e ligamento periodontal. Trombetta & Bradshaw 

(2010) demonstraram que esse gene é crítico no controle do tecido colágeno e indica a 

sua necessidade para o controle da homeostasia do ligamento periodontal. Outro estudo 

também demonstrou que em animais “Knockout” para esse gene há diminuição das fibras 

colágenas (Trombetta et al., 2011). Além disso, foi também demonstrado que a sua 

função como regulador da migração celular tem um papel importante para a formação do 
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tecido de granulação e a cicatrização (Basu et al., 2001). Todos esses dados podem 

demonstrar a importância do gene SPARC para a formação radicular no nosso estudo.  

Para o período PN13 na comparação PN13 vs. PN45 o padrão de expressão 

muda sutilmente em relação aos genes ativados em PN13 na comparação PN13 HERS vs. 

PN13, mas não em relação às funções especificamente. Dessa forma, 12 genes (Zfp36l1, 

Itgb1, Atf4, Pdgfa, Ctdsp1, Vcp, Cst3, Mbtps1, Col5a3, Col6a1, Igfbp5 e POLCE1) estão 

envolvidos com a proliferação e diferenciação dos osteoblastos no desenvolvimento e 

remodelamento ósseo (Reppe et al., 2004; Wang et al., 2012; Kim et al., 2007; Kobaku et 

al., 2011; Behnam et al., 2005; Danjo et al., 2007; Patra et al., 2011, Yun-Feng et al., 2010; 

Yamaguchi et al., 2005, Christensen et al., 2012.; Izu et al., 2012, Abdallah, 2006, Steiglitz 

et al., 2006 ) o que mostra que essa função está inteiramente ligada com as células do 

ligamento periodontal em desenvolvimento, visto que também se apresenta em grande 

número em PN13 na comparação PN13 HERS vs. PN13. O gene Itgb1 é uma fibronectina e 

está envolvido com outras funções além da citada acima, participando da transmissão de 

sinais por ser uma proteína transmembrana. Watanabe et al. (2011) demonstraram essa 

transmissão de sinais nos osteoblastos mandibulares na ativação da via PI3K/Akt. Além 

disso, foi mostrado que o gene Oaz1 regula BMP4 através da sinalização de Smad6 (Ku et 

al., 2006). Como também já foi demonstrado que a sinalização de BMP4 funciona como 

agente regulador para a formação de HERS durante o desenvolvimento radicular (Hosoya 

et al., 2008), provavelmente esses dois genes agem em conjunto para a formação 

radicular e do periodonto.  

Quatro genes estão relacionados com a modulação da migração dos 

fibroblastos, outra função que parece ser muito importante nessa fase de 

desenvolvimento radicular e que provavelmente participa da remodelação das fibras do 

ligamento periodontal. Appel et al. (2010) mostrou que o gene Cnn3 controla a migração 

dos fibroblastos e Sipes et al. (2011) demonstrou que o gene Cdc42 é essencial no 

remodelamento da matriz extra-celular, o que confere um papel bastante importante 

para esse gene durante todo o processo de formação radicular. PCOLCE1 é um gene que 
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determina a morfologia das fibras colágenas (Steiglitz et al., 2006). Vin também participa 

da diferenciação dos condrócitos (Koshimizu et al., 2012). Dessa maneira, podemos 

sugerir que esses genes podem interferir com a morfogênese das fibras colágenas do 

ligamento periodontal em formação. 

Como já foi discutido anteriormente, era de se esperar que genes que 

participam da angiogênese estivessem presentes nesse período de desenvolvimento 

(PN13) e é bastante interessante saber quais são os genes mais expressos e que 

efetivamente participam desse processo nessa fase de formação radicular. O gene Paip2 

parece ser crucial como regulador do RNA mensageiro de VEGF e como consequência, 

qualquer variação na sua expressão pode modular a angiogênese (Onesto et al., 2004). O 

gene Smoc2 tem sido demonstrado como novo fator angiogênico que potencializa os 

efeitos angiogênicos dos fatores de crescimento (Rocnik et al., 2006). Igfbp7 ou 

angiomodulina é um marcador específico de vascularização e regula a angiogênese 

através da modulação de VEGFa (Hooper et al., 2009). Já o gene Lum ou Lumican também 

tem sido identificado como novo regulador da angiogênese (Albig et al., 2007). No 

entanto, a proteína codificada por esse gene é caracterizada como molécula de adesão e 

tem sido encontrada no cemento (Grzesik et al., 2000) podendo também ser encontrada 

nas células diferenciadas da HERS em estudos in vitro (Zeichner-David et al., 2003). Como 

no atual estudo a sua expressão está sendo demonstrada em PN13, provavelmente esse 

gene Lum pode ser importante para a angiogênese e a diferenciação das células do 

ligamento periodontal, ou de certa forma, receber uma influência das células da HERS nas 

células diferenciadas do ligamento periodontal. Vegfa é um marcador de angiogênese que 

até pouco tempo era desconhecido no tecido gengival, mas que se mostrou presente no 

estudo de Nogushi et al. (2011). Sendo assim, podemos sugerir a sua provável presença no 

tecido periodontal em formação. Col4a1 também foi um gene identificado nesse período 

PN13 avaliado e tem sido demonstrado com envolvimento na manutenção do tônus 

vascular e função das células endoteliais (Van Agtmael et al., 2010). Como demonstrado, 

todos esses genes relacionados com a angiogênese estão presentes nessa fase de 
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desenvolvimento radicular e do periodonto sugerindo, consequentemente, definidos 

papéis. 

Seis genes (Lcmt1, Grb10, Pnn, Anp32b, Rad9b, Igf2) estão diretamente ligados 

com o desenvolvimento normal dos camundongos e por estarem presentes nessa fase de 

desenvolvimento radicular podem também ser importantes para a formação radicular e 

periodontal (Leu & Ouyang, 2006; Lee & Pallas, 2007; Liu et al., 2009; Filkielstain et al., 

2009; Leloup et al., 2010; Reilly et al., 2011). Foi demonstrado que o gene Lzts2 participa 

do processo de desenvolvimento, mas atualmente só existe um trabalho identificando a 

sua função como participante da nefrogênese (Peng et al., 2011). No entanto, podemos 

supor que esse gene também é importante para o desenvolvimento radicular e 

periodontal, mesmo sendo identificado pela primeira vez nesse tecido.  

O gene Ociad1 foi identificado como marcador de células-tronco por estar 

presente nas células-tronco embrionárias nos camundongos em desenvolvimento 

(Mukhopadhyay et al., 2003). E o gene Hsp90b1 tem sido reconhecido na função de 

manutenção da interação das células-tronco hematopoiéticas com seus nichos e, portanto 

regulando a fisiologia da célula (Luo et al., 2011). Dessa forma, esses dois estudos podem 

sugerir possíveis marcadores de células-tronco durante o desenvolvimento radicular e do 

periodonto, o que é um dado muito importante, pois as células-tronco podem ser usadas 

para a regeneração dos tecidos (Wagers & Weissman, 2004; Moore & Lemischka, 2006). 

Também foram identificados genes relacionados com a formação dental. O 

gene Csnk1d foi imunohistoquimicamente identificado durante a odontogênese em ratos 

(Smith et al., 1990), e pela primeira vez identificado através da sua expressão gênica 

podendo ter um papel importante na odontogênese de camundongos. Outros genes, 

como Tmsb4x, Cnbp, Mgp e Pdlim7 também foram demonstrados em processos de 

desenvolvimento dental. Foi mostrado que o gene Cnbp foi expresso durante o 

desenvolvimento de molares no período embrionário de até 18 dias em camundongos 

(Uchibe et al., 2012). Além disso, o gene Tmsb4x pode estar envolvido com a proliferação 
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celular do epitélio oral nos estágios iniciais de desenvolvimento dos dentes, pois regula a 

expressão e secreção de proteínas relacionadas com a mineralização durante a 

diferenciação dos odontoblastos (Choi et al., 2012). O gene Pdlim7 foi identificado 

imunohistoquimicamente em odontoblastos e ameloblastos em diferentes fases de 

desenvolvimento do molar em camundongos. No entanto, no período de 13,5 dias pós-

natal, os anticorpos de marcação não foram mais detectados (Fang et al., 2010). Dessa 

forma, podemos sugerir que esse gene faz parte do desenvolvimento dos molares e, 

apesar de ter sido expresso geneticamente em nosso estudo, ainda é preciso validar 

nossos resultados com qPCR e imunohistoquímica. O gene Mgp tem sido demonstrado 

como inibidor de mineralização segundo Kaipatur et al. (2008) em esmalte, dentina, osso 

e cemento. Portanto, podemos inferir que a expressão desse gene em PN13 pode 

funcionar como inibidor de mineralização num primeiro momento de formação dessas 

estruturas, o que pode permitir que haja a contínua formação radicular através da 

proliferação das células do periodonto para depois haver a diferenciação.  

Para o período PN45 na comparação PN13 vs. PN45, quatro genes foram 

escolhidos como candidatos, Gm16869, Gm10801, Gm10717 e Gm10800. No entanto, 

esses genes ainda não são conhecidos e nunca foram identificados em nenhum outro 

tecido estudado até o momento. Cabe aos pesquisadores, portanto, mais estudos com 

esses genes recém-identificados para um melhor entendimento sobre as suas funções na 

formação radicular e periodontal.  

Podemos ainda, após a análise dos genes escolhidos, inferir que alguns genes 

que estão relacionados com determinada função na literatura científica pode participar de 

diferentes funções em estudos com outros desenhos experimentais o que pode ser bem 

interessante frente a grande quantidade de dados obtidos com a técnica de RNA-Seq. 

Sendo este um dos intuitos da técnica, genes já conhecidos em outros tecidos podem 

estar participando do desenvolvimento radicular bem como genes nunca antes 

identificados.  



50 
 

Vale salientar que todas essas inferências realizadas são apenas suposições em 

relação às funções dos genes escolhidos como candidatos e que mesmo baseados na 

literatura científica suas validações serão realizadas através de qPCR e 

imunohistoquímica/fluorescência.  
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7 CONCLUSÃO 

 

1. Nosso estudo fornece o primeiro passo para um melhor entendimento e 

compreensão do transcriptoma de ligamento periodontal e bainha epitelial de 

Hertwig em períodos-chave para a formação radicular. 

 

2. Dentro dos limites do presente estudo, podemos concluir que a análise dos 

dados gerados com o RNA-Seq mostrou uma grande diferença no padrão de 

expressão gênica entre os períodos estudados (PN13 vs. PN45) e estruturas 

estudadas (PN13 HERS vs. PN13), além de revelar novos genes associados com 

a formação radicular em molares de camundongos.  
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Anexo3: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 HERS 

na comparação PN13 HERS vs. PN13 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Processo 

Biológico não há genes diferencialmente expressos (adjp ≥ 0,05).  
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Anexo 4: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 HERS 

na comparação PN13 HERS vs. PN13 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Função 

Molecular não há genes diferencialmente expressos (adjp ≥ 0,05).  
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Anexo 5: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 HERS 

na comparação PN13 HERS vs. PN13 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria 

Componente Celular não há genes diferencialmente expressos (adjp ≥ 0,05).  
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Anexo 6: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 na 

comparação PN13 HERS vs. PN13 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Processo 

Biológico há genes diferencialmente expressos. As sub-categorias diferencialmente expressas (adjp ≤ 0,05) 
estão representadas pela cor □ e contém a quantidade de genes diferencialmente expressos e as relações 

entre as proteínas e suas funções. 
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Anexo 7: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 na 

comparação PN13 HERS vs. PN13 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Função 

Molecular há genes diferencialmente expressos. As sub-categorias diferencialmente expressas (adjp ≤ 0,05) 
estão representadas pela cor □ e contém a quantidade de genes diferencialmente expressos e as relações 

entre as proteínas e suas funções. 
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Anexo 8: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 na 

comparação PN13 HERS vs. PN13 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Componente 

Celular há genes diferencialmente expressos. As sub-categorias diferencialmente expressas (adjp ≤ 0,05) 
estão representadas pela cor □ e contém a quantidade de genes diferencialmente expressos e as relações 

entre as proteínas e suas funções. 
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Anexo 9: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 na 

comparação PN13 vs. PN45 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Processo Biológico há 

genes diferencialmente expressos. As sub-categorias diferencialmente expressas (adjp ≤ 0,05) estão 
representadas pela cor □ e contém a quantidade de genes diferencialmente expressos e as relações entre as 

proteínas e suas funções. 
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Anexo 10: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 na 

comparação PN13 vs. PN45 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Função Molecular há 

genes diferencialmente expressos. As sub-categorias diferencialmente expressas (adjp ≤ 0,05) estão 
representadas pela cor □ e contém a quantidade de genes diferencialmente expressos e as relações entre as 

proteínas e suas funções. 
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Anexo 11: Análise da Ontologia Gênica (GO) de genes diferencialmente expressos para o período PN13 na 

comparação PN13 vs. PN45 através do gráfico acíclico direcionado (DAG). Na categoria Componente Celular 

há genes diferencialmente expressos. As sub-categorias diferencialmente expressas (adjp ≤ 0,05) estão 
representadas pela cor □ . 


