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RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar a expressão da enzima al-

deído desidrogenase (ALDH), assim como dos marcadores de 
membrana celular STRO-1 e CD44 em células-tronco da polpa de 
dentes decíduos (SHEDs), permanentes (DPSCs) e fibroblastos 
da polpa (HDPFs), através da citometria de fluxo e do western 
blot. Para tanto, as células foram cultivadas em meio DMEM/
HEPES, suplementado com soro fetal bovino a 10%, 100U/mL 
de penicilina, 100μg/mL de estreptomicina e armazenadas em 
estufa a 37ºC e 5% de CO2. Para a avaliação dos resultados da 
citometria de fluxo foram utilizados o teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05) e o teste de comparação múltipla de 
Dunn. As três linhagens de células, quando caracterizadas pelo 
western blot, expressaram fortemente a ALDH, assim como o 
STRO-1, ao passo que apresentaram uma fraca expressão para 

o CD44, não apresentando diferença na intensidade das bandas 
entre as mesmas. Já na análise por citometria de fluxo, todas 
as células apresentaram valores percentuais altos para o CD44, 
sem diferença estatística. Para o marcador STRO-1, os valores 
foram relativamente baixos para os três tipos celulares, havendo 
diferença apenas entre SHEDs e HDPFs. Os valores percentu-
ais para a atividade da enzima ALDH foram igualmente baixos, 
havendo diferença estatisticamente significante entre DPSCs e 
HDPFs. Os resultados deste estudo sugerem que SHEDs, DPSCs 
e fibroblastos podem compartilhar algumas características, 
como a expressão de determinados marcadores genéticos. Da 
mesma forma, indicam que o uso da ALDH pode ser explorado 
em pesquisas futuras, para caracterização e seleção das MSCs.  

PALAVRAS-CHAVE: Polpa dentária; Células-tronco; Aldeí-
do desidrogenase.

INTRODUÇÃO
Nos últimos anos, um aumento exponencial no número de 

publicações a respeito das células-tronco tem sido observado, 
refletindo o potencial de uso destas células em estratégias te-
rapêuticas em humanos1. As células-tronco adultas têm sido o 
grande foco destes estudos, e dentre estas, as células-tronco me-
senquimais ou estromais (MSCs), visto que pesquisas utilizando 
células-tronco embrionárias apresentam inúmeros obstáculos 
de ordem ética e religiosa. As MSCs já foram identificadas em 
diversos tecidos, tais como medula óssea, fluido sinovial, tecido 
adiposo, polpa de dentes decíduos e permanentes, cordão um-
bilical, músculo esquelético, dentre outros2-6.    

As MSCs são sabidamente difíceis de serem purificadas, pois 
não existem marcadores realmente específicos para este grupo 
de células7,8. Entretanto, a identificação de marcadores mais ade-
quados é crucial para que a aplicação da engenharia de tecidos 
ou de terapias baseadas na utilização destas células para a cura 
de diferentes doenças, assim como para que a regeneração de 
órgãos e tecidos se torne uma realidade8. Alguns marcadores 
têm sido frequentemente utilizados para a identificação de célu-
las-tronco mesenquimais de diferentes origens, nos quais estão 
incluídos o STRO-1, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, SSEA-1 

(stage-specific embryonic antigen-1) e SSEA-47,9-13.
A aldeído desidrogenase (ALDH) é uma enzima citosólica 

responsável pela oxidação intracelular de aldeídos, a qual está 
envolvida na oxidação do retinol em ácido retinóico durante as 
fases iniciais de diferenciação das células-tronco14,15. Esta enzi-
ma seria crucial para a proteção das mesmas contra aldeídos 
tóxicos endógenos e exógenos, assim como para a habilidade 
destas células em se diferenciar em linhagens distintas16.

Diversos estudos mostram que a atividade da ALDH pode 
ser utilizada para caracterizar e selecionar células-tronco hema-
topoiéticas (HSCs), tanto murinas quanto humanas15-19. Da mes-
ma forma, populações de células-tronco adultas de diferentes 
origens, como células progenitoras neurais, do tecido adiposo, 
assim como MSCs obtidas da medula óssea foram isoladas com 
base na atividade desta enzima19-21. A ALDH também tem sido 
empregada em várias pesquisas para identificar subpopulações 
de células com características de células-tronco, tanto em cânce-
res dos sistemas hematopoiético e linfático, quanto em tumores 
sólidos, como câncer de mama, ovário, fígado e intestino22-26. 
Em relação à polpa dentária, Telles et al.27 (2007) identificaram a 
presença deste marcador em células-tronco de dentes decíduos 
humanos esfoliados (SHEDs) e células-tronco da polpa de den-
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tes permanentes humanos (DPSCs), as quais são linhagens de 
células-tronco mesenquimais isoladas destes tecidos, através da 
técnica da imunocitoquímica.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressão da 
enzima ALDH em SHEDs, DPSCs e fibroblastos de polpa den-
tária humana (HDPFs), além de outros marcadores usualmente 
empregados para caracterizar e selecionar células-tronco me-
senquimais, através das técnicas de citometria de fluxo e western 
blot.

MATERIAIS E MÉTODOS

CULTURA DE CÉLULAS
As SHEDs e DPSCs (gentilmente doadas pelo Dr. Songtao 

Shi - Dental Biology Unit, Craniofacial Skeletal Diseases Bran-
ch, NIH Bethesda, MD, EUA), assim como fibroblastos da polpa 
de dentes permanentes humanos - HDPFs (gentilmente doados 
pela Dra. Tatiana Botero - Department of Cariology, Restorati-
ve Sciences and Endodontics, School of Dentistry, University of 
Michigan, MI, USA) foram cultivadas em meio DMEM/HEPES 
(Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), suplementado com 
10% de soro fetal bovino (Laborclin, Pinhais, Brasil) e 100U/mL 
de penicilina, 100μg/mL de estreptomicina (Gibco), e armazena-
das em estufa a 37ºC e 5% de CO2. O meio foi trocado a cada três 
dias, sendo as culturas mantidas nestas condições até atingirem 
confluência de cerca de 90%, quando eram então realizadas as 
passagens. As células eram colhidas com solução de tripsina-
-EDTA 0,25% (Gibco) e transferidas para subculturas com o res-
pectivo meio de cultura até ser necessária a próxima passagem.

As SHEDs foram utilizadas nas passagens de 7 a 9, as DPSCs 
nas passagens 7 e 8 e os HDPFs, nas passagens 6 e 7. Todas as 
análises foram realizadas em triplicata.

 CITOMETRIA DE FLUXO
As células (SHEDs, DPSCs e HDPFs) foram marcadas com 

anticorpos monoclonais específicos ligados a fluorocromos e 
submetidas à leitura em citômetro de fluxo. Um total de 106 cé-
lulas foi incubado por 30 min a 4°C com os anticorpos STRO-1 
(Clone Stro-1, Invitrogen, Camarillo, CA, USA) e CD44 (Clone 
EPR1013Y, Abcam, Cambridge, UK), conjugados com APC ou 
PE (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA). Para detecção 
da atividade da enzima ALDH nas células foi utilizado o kit AL-
DEFLUOR (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Canada), 
de acordo com as instruções do fabricante. As células foram sus-
pensas com o substrato ativado do Aldefluor (BAA - BODIPY 
aminiacetaldeído) ou com o inibidor específico desta enzima 
(DEAB - dietilaminobenzaldeído), sendo incubadas por 45 min 
a 37°C. A aquisição dos dados foi realizada utilizando-se o citô-
metro de fluxo FACSDiVA Cell Sorter (BD Biosciences).

WESTERN BLOT
Para avaliação dos marcadores STRO-1, CD44 e ALDH em 

SHEDs, DPSCs e HDPFs, as células foram coletadas com solu-
ção de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco), incubadas com tampão de 
lise celular (NP-40), sonicadas, centrifugadas e o sobrenadan-
te foi coletado para a quantificação da proteína total, realizada 
em um espectofotômetro (Genius Tecan, Tecan, Graz, Áustria) 
em um comprimento de onda de 595 nm, com o auxílio do pro-

grama Magellan (Tecan Trading AG, Suíça). A seguir, 20μg de 
proteína de cada amostra foram separadas por um gel de SDS-
-PAGE (12% para ALDH e 9% para STRO-1 e CD44), transfe-
ridas para membranas de nitrocelulose e bloqueadas com leite 
desnatado 5% diluído em TBST, por uma hora. Os anticorpos 
primários anti-ALDH, 1:500 (Clone 44/ALDH, BD Biosciences), 
anti-CD44, 1:500 (Clone EPR1013Y, Abcam) e anti-STRO-1, 1:500 
(Clone Stro-1, Invitrogen) foram incubados overnight a 4°C. 
Depois de lavadas em TBST, as membranas foram incubadas 
com os anticorpos secundários conjugados à peroxidase (HRP), 
por duas horas em temperatura ambiente. Após nova lavagem, 
a detecção do sinal foi realizada com luminescência química 
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo 
Scientific, Rockford, IL, USA). O sinal foi visualizado através de 
filmes Kodak BIOMAX MR 

ANÁLISE ESTATÍSTICA
Para avaliar se houve diferença estatística entre SHEDs, 

DPSCs e HDPFs em relação aos marcadores avaliados pela ci-
tometria de fluxo, foram utilizados o teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05) e o teste de comparação múltipla de 
Dunn.

RESULTADOS

CITOMETRIA DE FLUXO
Os resultados da análise por citometria de fluxo das célu-

las avaliadas (SHEDs, DPSCs e HDPFs) estão apresentados na 
Tabela 1. Os valores encontrados para o CD44 foram iguais ou 
superiores a 90% em todas as diferentes linhagens de células, 
inclusive para os fibroblastos de polpa dental, não havendo di-
ferença estatística entre os grupos. Em relação ao STRO-1, uma 
fração menor de células entre os três diferentes grupos apresen-
tou-se positiva para este marcador. Os valores percentuais de 
células STRO-1+ entre SHEDs e DPSCs foram maiores do que 
os encontrados nos HDPFs. Entretanto, foi detectada diferença 
significativa apenas entre as SHEDs e os fibroblastos. Todas as 
células testadas apresentaram valores mais baixos para a ati-
vidade da enzima ALDH. Houve diferença significativa entre 
as DPSCs e fibroblastos, em relação à quantidade de células 
ALDH+ nestas duas linhagens. As Figuras 1, 2 e 3 ilustram os 
resultados obtidos.

Tabela 1 - Representação dos valores percentuais da Mediana (Percentil 25 e 75) 
obtidos através da análise por citometria de fluxo de SHEDs, DPSCs e HDPFs,para 
os marcadores STRO-1, CD44 e ALDH.

SHEDs
Mediana (%)
(Percentil 25 – 75)

DPSCs
Mediana (%)
(Percentil 25 -75)

HDPFs
Mediana (%)
(Percentil 25 – 75)

STRO-1
9,76*
(7,09 - 20,73) 8,18 

(7,13 - 11,35)
3,23* 
(3,0 - 5,78)

CD44 99,6
(97,7 - 99,9)

90,1
(84,6 - 97,8)

99,8
(99,6 - 99,8)

ALDH 1,98
(1,6 - 2,2)

2,94*
(2,7 - 3)

1,5*
(1,0 - 1,7)

* Diferença estatística (p ≤ 0,05).
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WESTERN BLOT
A expressão dos marcadores STRO-1, ALDH e CD44 em 

células-tronco isoladas da polpa de dentes decíduos e perma-
nentes e em fibroblastos de polpa dental também foi avaliada 
através do western blot. SHEDs, DPSCs e fibroblastos apresenta-
ram expressão positiva para o STRO-1 e ALDH, enquanto que 

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4
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foi observada uma marcação bastante tênue para o CD44. Os 
resultados desta análise estão apresentados na Figura 4.

DISCUSSÃO
Fenotipicamente, as células-tronco mesenquimais são caracteri-

zadas por expressarem um conjunto de marcadores de superfície 
celular e ausência de outros. Assim, diversos marcadores têm sido 
descritos e testados para definir esta população de células. Dentre es-
tes encontra-se o STRO-1, cuja expressão por citometria de fluxo em 
células pulpares humanas apresenta-se variável, apesar de ser consi-
derado um marcador genuíno de MSCs28. Na medula óssea, células 
STRO-1 negativas não foram capazes de formar colônias, ou seja, 
não contêm CFU-Fs (unidades formadoras de colônias de fibroblas-
tos)29. Células isoladas da polpa de dentes permanentes humanos 
com base na expressão do STRO-1 foram capazes de formar um te-
cido semelhante ao complexo dentino-pulpar in vivo, além de tecido 
ósseo e cartilaginoso30. Entretanto, de acordo com Gronthos et al.31 

(2003), a expressão deste marcador é gradualmente perdida durante 
a expansão da cultura de células. No presente estudo, a expressão 
do STRO-1 em SHEDs e DPSCs entre as passagens 7 e 9, apesar de 
relativamente baixa (9,76% e 8,18%, respectivamente), está de acordo 
com os resultados encontrados por outros pesquisadores em dife-
rentes estudos, onde a população de células STRO+ variou de 2,14 
a 12,06%6,32-34. Quando SHEDs, DPSCs e HDPFs foram comparados 
quanto à expressão deste marcador, houve diferença significativa 
apenas entre as SHEDs e os fibroblastos. 

Em relação ao CD44, marcador utilizado frequentemente pra ca-
racterizar células mesenquimais, SHEDs, DPSCs e HDPFs apresen-
taram uma elevada expressão do mesmo, não havendo diferença es-
tatística nos valores percentuais encontrados entre as três linhagens 
de células. Esta proteína, presente na membrana da célula, possui 
diversas funções biológicas, dentre elas a adesão e migração celu-
lar, assim como foi sugerido que esta molécula exerça um papel na 
mineralização inicial da dentina durante o desenvolvimento dentá-
rio35,36. Apesar de este marcador estar distribuído abundantemente 
em diversos tipos celulares, como células mesenquimais, endote-
liais, hematopoiéticas e leucócitos, o CD44 tem sido utilizado para 
caracterizar células-tronco mesenquimais de diversas origens, assim 
como selecionar células-tronco tumorais junto a outros marcadores, 
principalmente nos tumores epiteliais e hematopoiéticos2,3,37-40. 

 Existem muitas limitações para se purificar uma determinada 
população de células-tronco com base somente em marcadores de 
superfície. Em primeiro lugar, a expressão dos mesmos pode variar 
entre diferentes espécies e fontes de células-tronco, assim como tam-
bém pelos diferentes métodos de isolamento e cultivo celular utili-
zados por diversos grupos de pesquisa1,41-43. Em segundo, o fenótipo 
da célula poder ser alterado pela progressão do ciclo celular ou pelo 
cultivo das células ex vivo, assim como pelo transplante destas célu-
las in vivo. Portanto, a purificação das mesmas com base na função 
conservada da célula-tronco, como por exemplo, a atividade da en-
zima ALDH, tem sido proposta como uma alternativa promissora 
para o isolamento de diferentes populações de células-tronco41,44. 

A porcentagem de células ALDH positivas em diferentes linha-
gens celulares normalmente é baixa, variando de 0,96 a 3,5%24,26,45-48. 
Apesar de não existirem referências em relação às células pulpares, 
e dentre estas as células-tronco/progenitoras e fibroblastos, os valo-
res encontrados neste estudo através da citometria de fluxo foram 
igualmente baixos, apesar de significantemente maiores do que os 

controles negativos, onde a enzima inibidora da ALDH (DEAB) foi 
adicionada. Alguns autores especulam que a população de células 
mesenquimais indiferenciadas ou células-tronco representam me-
nos de 1% do total de células da polpa49, o que estaria de acordo com 
os níveis percentuais da atividade da ALDH encontrados em SHEDs 
(1,98%) e DPSCs (2,94%). Entretanto, para que atividade da enzima 
ALDH possa ser considerada um marcador de células-tronco me-
senquimais, incluindo as isoladas da polpa de dentes decíduos e 
permanentes humanos, testes de diferenciação celular realizados em 
células ALDH positivas, selecionadas através da citometria de fluxo, 
devem ser realizados. No presente estudo, houve diferença signifi-
cativa na quantidade de células ALDH+ entre DPSCs e HDPFs, mas 
não entre SHEDs e os fibroblastos. Apesar dos baixos valores encon-
trados para a atividade desta enzima em linhagens de células-tronco 
de polpa dental observadas neste estudo, eles estão de acordo com 
os valores encontrados na literatura, mesmo que nestes estudos ou-
tros tipos de células-tronco tenham sido utilizados, até porque, até o 
momento, nenhuma pesquisa avaliou a atividade desta enzima em 
SHEDs e DPSCs através da citometria de fluxo.

Em relação ao western blot, realizado também para avaliar a ex-
pressão do STRO-1, CD44 e ALDH em SHEDs, DPSCs e fibroblastos, 
bandas bem marcadas foram observadas para a ALDH e o STRO-1, 
indicando a expressão positiva destes marcadores nas células da 
polpa dental. Em relação ao CD44, uma marcação bem fraca, mas 
equivalente para os três tipos celulares foi observada, a despeito da 
alta expressão observada na análise por citometria de fluxo. Talvez 
o mecanismo de detecção do marcador entre os dois tipos de teste 
possa explicar essa diferença nos resultados. A expressão positiva 
do STRO-1 e da ALDH nas células-tronco da polpa reforça os resul-
tados obtidos através da citometria de fluxo que, apesar dos valores 
percentuais relativamente baixos encontrados, estão de acordo com 
os obtidos em outros estudos. Houve uma pequena diferença na in-
tensidade das bandas marcadas entre DPSCs e HDPFs em relação 
ao ALDH. Entretanto, como valores muito baixos da atividade desta 
enzima são normalmente encontrados, inclusive dentro de uma po-
pulação de células consideradas tronco (seriam células mais primiti-
vas, com um fenótipo ainda mais indiferenciado)16, acreditamos que 
esta diferença não seja relevante.

Muitas questões ainda precisam ser esclarecidas em relação à ori-
gem das MSCs e o relacionamento destas células com outras células 
estromais, como os fibroblastos. Além disso, o conceito de que as 
MSCs são realmente células-tronco tem sido estabelecido principal-
mente por critérios in vitro, como a aderência ao plástico, capacidade 
de autorrenovação e transdiferenciação, assim como a expressão de 
determinados marcadores50,51. As MSCs e os fibroblastos compar-
tilham características importantes, como o efeito supressor sobre 
células do sistema imune, potencial de proliferação, capacidade de 
diferenciação nas linhagens condrogênica, adipogênica e osteogê-
nica, assim como apresentam vários marcadores de superfície em 
comum, além de alguns marcadores de células-tronco embrioná-
rias50,52,53. Para Haniffa et al.53 (2009), as células-tronco mesenquimais 
seriam fibroblastos com uma nova “roupagem”. Inclusive, a Interna-
tional Society of Cellular Therapy (ISCT) não é capaz de diferenciar as 
MSCs de fibroblastos pela atual definição de células-tronco mesen-
quimais. Por este motivo, propôs que células aderentes ao plástico, 
normalmente referidas como células-tronco mesenquimais, na qual 
podem estar incluídos alguns tipos de fibroblastos, deveriam ser 
denominadas de células mesenquimais estromais multipotentes, en-
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quanto que o termo MSC deve ser reservado para uma fração destas 
(ou outras) células que demonstrem atividade de célula-tronco atra-
vés de critérios bem estabelecidos, como a multidiferenciação in vivo, 
a habilidade de formar colônias, a capacidade de autorrenovação 
por longos períodos, assim como a expressão de outros marcado-
res de superfície50,54,55. Alguns estudos sugerem a utilização de novos 
marcadores que possam fazer a distinção entre MSCs e fibroblastos, 
onde o CD106 e o CD146 estariam fortemente expressos nas MSCs e 
não nos fibroblastos, enquanto que o CD10 e o CD26 seriam marca-
dores específicos de fibroblastos55,56. 

Talvez estas semelhanças observadas em alguns estudos entre 
MSCs e fibroblastos justificariam os resultados desta pesquisa, onde 
valores muito próximos foram encontrados na análise por citometria 
de fluxo entre as células avaliadas com os marcadores utilizados. Da 
mesma forma, os marcadores STRO-1, CD44 e ALDH não apresen-
taram diferença na intensidade das bandas marcadas entre os três 
tipos de células no teste de western blot. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS
Através dos resultados do presente estudo podemos inferir que 

as células da polpa dental (SHEDs, DPSCs e fibroblastos), expres-
sam os marcadores STRO-1, ALDH e CD44, quando caracterizadas 
pela citometria de fluxo e western blot. Da mesma maneira, os dados 
encontrados nesta pesquisa indicam a possibilidade de que SHE-
Ds, DPSCs e fibroblastos possam se tratar de populações celulares 
semelhantes.  
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the aldehyde dehydro-

genase (ALDH) activity, as well as the expression of STRO-1 and 
CD44 in pulp stem cells from deciduous (SHEDs) and permanent 
(DPSCs) teeth, as well in pulp fibroblasts, by flow cytometry and 
western blot. For this purpose, cells were cultured in DMEM/
HEPES, supplemented with fetal bovine serum at 10%, 100U/ml 
of penicillin, 100μg/mL streptomycin and stored at 37°C and 5% 
CO2. To verify differences in the flow cytometry analysis betwe-
en the three cell types, the nonparametric Kruskal-Wallis test was 
used (p  0,05), along with the Dunn multiple comparison test. 
In the western blot test, all the cell lineages strongly expressed  
ALDH, as well as STRO-1, while they presented a weak expres-
sion for CD44. There were no differences in the band intensity 

between the three cell types for the proteins tested. In the flow 
cytometry analysis, all cells showed high percentages of CD44, 
with no statistical difference. For the STRO-1 marker, the values 
were relatively low for all the three cell types, and differences 
were observed just between SHEDs and HDPFs. The values ob-
served for the ALDH activity were also lower, with statistically 
significant difference between DPSCs and HDPFs. The results of 
this study suggest that SHEDs, DPSCs and pulp fibroblasts may 
share some important characteristics, such as the expression of 
certain genetic markers. Likewise, indicate that the use of ALDH 
activity can be exploited in future research for identification and 
characterization of MSCs.

KEYWORDS: Dental pulp; Stem cells; Aldehyde 
dehydrogenase. 
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