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TRABAJO ORIGINAL

Aislamiento de células mesenquimales del ligamento periodontal
de premolares extraidos. Método simplificado

Isolation of periodontal ligament stem cells from
extracted premolars. Simplified method

Cynthia Georgina Trejo Iriarte,* Omar Ramirez Ramirez,* Alejandro Mufioz Garcia,®
Silvia Leticia Verdin Teran," José Francisco Gémez Clavel"

RESUMEN

El ligamento periodontal es un tejido conectivo fibroso, de origen ec-
tomesenquimal que contiene una poblacién de células troncales post-
natales multipotenciales, con capacidad clonogénica y alto indice de
proliferacién. Se ha conseguido cultivar células troncales postnatales
multipotenciales a través de diferentes métodos de extraccion, con
algunos problemas técnicos. Por esta razén, se compararon seis di-
ferentes métodos a fin de mejorar el aislamiento de células primarias
del ligamento periodontal. Se aislaron células troncales postnatales
multipotenciales a partir de 36 premolares sanos, que se cultivaron en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (BioWest) completo (adicio-
nado con L-glutamina, 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico)
y en condiciones estandares de cultivo. Se realizaron los ensayos para
proliferacion celular mediante la técnica de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, migracién celular a través de la prueba de lesion del
cultivo, y se evalué su diferenciacién osteogénica. Los cultivos realiza-
dos por triplicado con cada una de las técnicas publicadas, nos condu-
jo a obtener una poblacién minima de células que fueron susceptibles
a contaminarse. Se realizé con el «<método simplificado»: por digestion
enzimatica y cultivo de explantos, con las células troncales postnata-
les multipotenciales obtenidas se observé una proliferacién durante 14
dias en condiciones estandares de cultivo ascendente, en las pruebas
de migracion las células troncales postnatales multipotenciales cubrie-
ron totalmente la superficie lesionada a las 72 horas, se observo ex-
presion positiva de CD90 en mas del 80% de las células; expresion
positiva a CD73 en un 70%, CD105 en un 60% y vimentina en un 90%
de la poblacién, asi como un marcaje negativo a CD11b y CD45. Se
observo una diferenciacion osteogénica positiva a los 14 dias median-
te la expresion positiva a RUNX2 en al menos el 15% de las células y
a osteocalcina en un 90%, asi como las pruebas positivas a rojo de ali-
zarina. Con los resultados obtenidos, podemos afirmar que el método
simplificado permite aislar una poblacién de células mesenquimales,
que se pueden obtener a partir de premolares sanos extraidos.

ABSTRACT

Periodontal ligament is a fibrous connective tissue of
ectomesenchymal origin which contains a multipotent postnatal stem
cells population with clonogenic capacity and high proliferation index.
Multipotent postnatal stem cells population culture has been achieved
through several extraction methods, nevertheless some technical
problems have been encountered. For this reason, in the present
study, 6 different methods were compared so as to improve isolation
of primary periodontal ligament cells. Multipotent postnatal stem cells
population were isolated from 36 healthy premolars, which were then
cultured in complete Dulbecco modified Eagle medium (BioWest)
(added with L-glutamine, 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic),
in standard culture conditions. Assays for cell proliferation were
conducted with 3-(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyltetrazolium
technique as well as cell migration through crop injury test, after which
osteogenic differentiation was assessed. Cultures were performed in
triplicate with each of the published techniques; thus we were able to
obtain a minimum population of cells susceptible to contamination.
The «simplified method» was conducted through explant enzymatic
digestion and culture: with obtained multipotent postnatal stem
cells population, a 14 day proliferation was observed in standard
conditions of ascendant culture; in migration tests, multipotent
postnatal stem cells population totally covered injured surfaces after
72 hours. CD90 positive expression was observed in over 80% of all
cells; CD73 positive expression was found in 70% of cells, CD105
in 60% and vimentin in 90% of the population, as well as negative
marking to CD11b and CD45. Positive osteogenic differentiation was
observed after 14 days, through positive expression to RUNX2 in at
least 15% of cells, and to osteocalcin in 90% as well as positive test
to alizarin red. Based on obtained results we were able to affirm that
the simplified method allows to isolate a population of mesenchymal
cells, which might be obtained from extracted healthy premolars.
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INTRODUCCION

El ligamento periodontal es un tejido conectivo fi-
broso, compuesto de fibras, células y sustancia inter-
celular rica en coladgeno, alto contenido proteico y po-
lisacaridos. De origen ectomesenquimal. Tiene como
funciones: 1) suspender el diente en su alvéolo éseo;
2) suministrar nutrientes al alvéolo y al cemento; 3)
proteger los dientes; y 4) mantener la homeostasis de
los dientes en su alvéolo por medio de la regeneracion
continua." Esta regeneracioén del ligamento periodon-
tal (LPD) como un mecanismo fisioldgico continuo, dio
lugar a la teoria de que este tejido podia contener una
subpoblacion de células progenitoras.2 En el 2004,
Seo y colaboradores?® publicaron que era posible que
el LPD humano contuviera una poblacién de células
troncales postnatales multipotenciales, con capacidad
clonogénica, con alto indice de proliferacion y con ca-
pacidad de regenerar tejido periodontal.*¢

Se ha demostrado que las células troncales me-
senquimales del ligamento periodontal (PDLSCs: pe-
riodontal ligament stem cells) son similares a otras cé-
lulas troncales mesenquimales en la expresién de los
marcadores: STRO-1, CD146, CD90, CD29, CD44,
CD13, CD105 y CD166, asi como su capacidad auto-
rregenerativa y multipotencialidad.37”8

Varios autores, después de aislar PDLSCs demos-
traron su capacidad para diferenciarse a linajes de
tipo mesodérmico, diferenciandose en células simila-
res a cementoblastos, osteoblastos, condrocitos, adi-
pocitos, miofibroblastos y células formadoras de cola-
geno,*? incluso se ha investigado el potencial de las
PDLSCs para dar lugar a células propias del sistema
nervioso; asi como cemento.

Actualmente, se han conseguido cultivar PDLSCs
a través de diferentes métodos de extraccion, demos-
trando que el LPD es una buena fuente de células
troncales para su potencial aplicaciéon en medicina re-
generativa; sin embargo, los métodos descritos hasta
la fecha tienen algunos problemas técnicos. Por esta
razon, se compararon seis métodos (Cuadro 1) en un
esfuerzo de mejorar el método de aislamiento de célu-
las primarias del LPD, ya que ninguno de los métodos
reportados es preciso, por ello el objetivo de este tra-
bajo fue presentar un método simplificado altamente
reproducible para la extraccion de dichas células.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién y transporte de la muestra

Previo consentimiento informado avalado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Estudios Supe-

riores |ztacala se obtuvieron 36 premolares sanos, por
donacion de pacientes de la Clinica de Especialidades
Ortodénticas Naucalpan que pertenece a la Facultad
de Estudios Superiores lztacala de la Universidad Na-
cional Auténoma de México. Con los criterios que a
continuacién se describen: se incluyeron solo pacien-
tes sin alteraciones sistémicas, buena salud periodon-
tal, dientes primeros y segundos premolares, tanto
maxilares como mandibulares, izquierdos y derechos.
Los criterios de exclusién fueron: pacientes con en-
fermedades sistémicas, pacientes con gingivitis y/o
enfermedad periodontal, premolares con presencia de
calculo dental y/o presencia de caries y/o con reac-
cion periapical.

Las muestras fueron trasladas en tres mililitros
de medio D-MEM (BioWest) suplementado con 1%
de antibidtico (penicillin-streptomycin Gibco® N° Cl.
15140-122) a 4 °C.

Las técnicas empleadas se describen detallada-
mente en el cuadro I, en todas las técnicas para el
sembrado, se empleé D-MEM (BioWest) completo
(adicionado con L-glutamina, 10% de FBS y 1% de
antibiético) y condiciones estandares de cultivo a 37
°C con presencia del 5% de CO,,.

Los subcultivos fueron realizados a una confluencia
del 60/80% previo lavado con solucion de Hank (Sig-
ma Aldrich) durante 30 segundos. Se agregaron 500
pL de tripsina/EDTA al 0.25%/0.1% (BioWest), duran-
te 1-3 minutos, a una temperatura de 37 °C. Realizan-
do los subcultivos celulares en proporcion 1/3.

Ensayo para proliferacion celular

Se realizaron sembrados celulares de 500 células
en cajas de 24 multipocillos en la cual se sembraron
por pocillo. La evaluacion de la proliferacion celular se
realizé a 1, 3, 5, 7 y 14 dias después del sembrado,
mediante la adicion de 50 pyL de MTT (Sigma Aldrich),
que se incubd durante cuatro horas a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO,,. Posteriormente se adiciona-
ron 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich)
para realizar la lectura de densidad Optica en un es-
pectrofotdmetro a una de longitud de onda de 540 nm.

Evaluacion de migracion celular

Con las células en confluencia se realizd una lesion
a lo largo del cultivo, causando pérdida de continuidad
y se monitored el cultivo mediante fotografias a las 24,
48y 72 horas.

Inmunocitofluorescencia

Las células fueron fijadas en tampdn de fosfato de
paraformaldehido al 4% durante 20 min. El bloqueo se
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Cuadro I. Cuadro comparativo y explicativo de las técnicas empleadas para la extraccion celular.
Se subraya las diferencias entre ellos.

Transporte y

Método Autores tratamiento previo Procesamiento Cultivo Mantenimiento Ventajas Desventajas
Digestion Vasan- En PBS al 1x 500 pL de cola- Se inactivé con En placas de 6 Los Excesivo
enzimatica  dan AB, adicionado con genasa tipo |, a un mililitro de D- multipocillos, 300 lavados tiempo de
con colage- Shankar 1% de antibiético/ una concentra- MEM completo. L de la sus- realiza-  digestion
nasatipol SR, antimicético, 4 la- cién de 0.5 mg/ Se centrifugd pensién en cada dosson  enzimatica
Prasad vados adicionales mL durante 12 a 1200 RPM pozo; se incubd  eficientes
P etal, con esta solucion horas a 37 °C  durante 10 en condiciones
2013 (606 minutos. estandares.
Vasandan Se decantd el A las 24 horas de
AB, 2014) sobrenadan- incubacion del
te, el tejido cultivo se realizd
sedimentado cambio del me-
se resuspendié dio. El medio de
con dos milili- cultivo se cambid
tros de D-MEM cada 72 horas
completo
Digestion Seo BM, D-MEM completo, 500 uL de Se inactivé la En placas de 6 Vitalidad Pérdida
enzimatica  MiuraM, mas 3 lavados colagenasa reaccion adicio- multipocillos se dela del tejido
con colage- Gronthos durante 5 minutos tipo | en una nando un mili-  sembraron 500 yL muestra  durante el
nasa tipo | Setal, concentracion  litro de D-MEM  de la suspensién, durante filtrado; el
2004 (607 de 0.5 mg/mL  completo. en condiciones el trans-  primer pe-
Seo BM, durante una La suspension  estandares de porte con riodo para
2004) hora a 37 °C se filtré con una  cultivo. D-MEM  cambiar el
mallade 70 ym  El medio de cul- medio al
de didametro tivo se cambid a cultivo es
se centrifugda  los 7 dias excesivo
1800 RPM du-
rante 15 minutos
y el sedimento
se resuspendio
con dos mililitros
de D-MEM
completo
Disgrega- Tanaka D-MEM completo Se cortaron Los explantos  Los explantos El uso de Lavados
cion meca- K, lwasaki 10% de FBS, 1% fragmentos fueron coloca-  se incubaron en  explantos con tiempo
nica, cultivo K, Feghali L-glutaminay de tejidos de dos estratégica- condiciones es-  daba deficiente.
de explantos KE etal, 0.1% de antibié- aprox. 1 mm de mente en cajas tandares durante altas Tiempo muy
2011 (608 tico/antimicético, DM (explantos) de 6 multipo- un periodo de 6-8 expecta- prolonga-
Tanaka K, mas 5 lavados cillos con una horas, esperando tivas para do para la
2011) durante 30 se- cantidad mini-  su adhesién al obtener  adhesién de
gundos ma de D-MEM  plato de cultivo. el cultivo los explan-
L completo Luego, se adicio- primario tos

n6 500 pL de D-
MEM completo.
El medio se cam-
bi6 a las 24 horas
para eliminar el
tejido flotante, y
en intervalos de
72 horas
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Continua el Cuadro I. Cuadro comparativo y explicativo de las técnicas empleadas para la extraccion celular.
Se subraya las diferencias entre ellos.
Transporte y
Método Autores tratamiento previo Procesamiento Cultivo Mantenimiento Ventajas Desventajas
Digestion  Tanaka  D-MEM completo  En 500 pL Para detener Enplacasde6  Conel  Deficiencia
enzimatica  k \wasaki 10% de FBS, 1% de tripsinaal  la reaccion multipocillos se ~ usode  en los lava-
con . K, Feghali L-glutaminay enzimaticase  colocaron 500 pL tripsina/  dos.
tripsina/ KE etal, 0.1% de antibio- EDTA al0.1% adicionaron 500 de la suspension EDTA, la Tiempo
EDT;B‘ ., 2011 (608 tico/antimicdtico, uL de D-MEM en cada pozo. Se digestion prolonga-
0.25%/0.1% Tanaka K, mas 2 lavados tejido durante  completo. La cambié el medio enzima- do parala
2011) durante 2 minutos 60 min a 37 °C. suspensionse  cada 72 horas tica es digestion
En intervalos filtré con una favoreci- enzimatica.
de 10 minutos malla de 70 ym da conla Filtrado de
la muestra fue  de didmetro. Se agitacion la muestra
agitada durante centrifugo la sus- constante
30 segundos pension a 1800
RPM durante
15 minutos.
Se desechd el
sobrenadante y
el sedimento se
resuspendio con
2 mililitros de D-
MEM completo
Digestion Gholamre- Solucién de Lainactivacion ~ Se cultivaron 200 Tiempo  Transporte
enzimatica zanezhad Hanks, a una tem- centrifugdé con  delareaccion se pLdelasuspen- adecua- en solucion
con colage- Ali, 2011 peratura de 4 °C llevé un milili- sidn en placas do de de Hanks.
nasatipoly (609 Gho- yselavd 3veces Hanksa 1500 tro de D-MEM de 6 multipocillos  incuba-  Lavados
transporte de lamreza-  por un minuto RPM durante 10 completo. La durante 4 horas cion para deficientes
la muestra  nezhad Alj, minutos. Se eli- suspension fue  a 37 °C. Luego, esperar la
en solucion  2011) mino el sobrena- centrifugada a se agregaron 500 adhesion
de Hanks dante y el tejido 1500 RPM du-  uL de D-MEM de los
se resuspendid rante 10 minutos, completo. El medio explantos
con500 uyLde seelimindel fue sustituido por
colagenasa tipo sobrenadantey primera vez a los
| una concentra- el sedimentose 5 dias, y el cambio
cion de 0.5 mg/ resuspendié con de medio se realizd
mL unahoraa dos mililitrosde posteriormente las
D-MEM completo 72 horas
Técnica Ramirez  D-MEM completo La inactivacion  En placas de 6 Se toma-
estandariza- RO, Trejo a unatemperatura de la reaccion  multipocillos se ron las
da digestion ICG, 2015 de 4°C. Serea- con500puL de serealizécon sembraronentre  ventajas
enzimatica lizaron 3 lavados tripsina/EDTA 500 pL de D- 150-200 yLdela  que ofre-
y cultivo de de 5 minutos, con 0.25%/0.1%, MEM completo. suspension, se cieron las
explantos 3 mL de D-MEM  durante 20 mi- Se centrifugé a dejé en incuba- técnicas
suplementado con nutos, a 37 °C. 1800 RPM du-  cién durante 2-4 anteriores

5% de antibidtico

En intervalos
de 5 minutos el
tejido se agito
con un Vortex
a 1000 RPM

rante 10 minu-
tos, se elimind
el sobrenadante
y se resuspen-
did el tejido con
1 mililitro de D-
MEM completo

horas esperando la

adhesion del tejido
al plato de cultivo.
Luego, se adiciono

D-MEM completo y
se cambid el medio

a los 4 dias poste-
riores al sembrado.

El medio se cambid

cada 72 horas
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realizd en PBS con 3% de albumina de suero bovino y
0.01% de Tritdon-X 100. Las células se tifieron con los
siguientes anticuerpos de conejo antihumano conju-
gado con Fluor® 647, PE TRITC, FITC y DAPI (Fluoro-
shield®); RUNX2, osteocalcina, CD73, CD90, CD105
y vimentina (1:250 Santa Cruz); durante 45 minutos;
las muestras fueron observadas en el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axio LAB1.

Diferenciacion osteogénica

Se utilizaron 10° células, se sembraron en el pasaje
numero 3y se les adicion6 medio "StemPro Osteoge-
nesis Differentiation Kit" (Gibco®), que fue sustituido
cada 72 horas; durante 14 dias.

Tincién con rojo de alizarina

Una vez diferenciadas las células a los 7 y 14 dias
de cultivo fueron fijadas y tefidas con rojo de aliza-
rina, se les realizaron tres lavados de cinco minutos
con PBS Se agregaron 500 pL de rojo de alizarina
0.1% (HYCEL®) y se dejé reposar durante 15 minutos
a temperatura ambiente.

RESULTADOS
Obtencion de la poblacion celular

La poca especificidad técnica de los articulos en-
contrados influyd para lograr la obtencion de la pobla-
cion celular; los cultivos realizados por triplicado con
cada una de las técnicas expuestas, nos condujo a
obtener una concentracion minima de células que no
llegaban a confluencia, en algun caso después de sie-
te dias de cultivo no se obtenian células y en alguno
las pocas células obtenidas fueron susceptibles
a contaminarse, probablemente por el medio de
transporte del diente y los lavados.

La poblacién celular dptima para el estudio se logré
obtener empleando la «técnica estandarizada diges-
tion enzimatica y cultivo de explantos». Una vez que
se realizo la diseccién y sembrado del tejido periodon-

tal, en las primeras 72 horas aparecieron células, que
luego de 46 horas mas mostraron una apariencia fi-
broblastoide en la periferia de los explantos cultivados
llenando el plato de cultivo en un 65 a 70%, luego de
esto, los explantos fueron eliminados con los lavados.
A los siete dias el plato de cultivo se encontraba con
las células en confluencia (Figura 1).

Viabilidad y/o proliferacion celular

Se realizé la evaluacion de la capacidad de auto-
rrenovacion de la poblacidén celular obtenida mediante
el ensayo de metiltiazoltetrazolio (MTT) 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2 il)-2,5-bromuro difeniltetrazolio; la absorban-
cia medida por espectrofotometria es proporcional a
la viabilidad/proliferacion de las células.

Se sembraron 500 células en cajas de 24 multipo-
cillos se evaluaron a 1, 3, 5, 7 y 14 dias; se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm; las
mediciones obtenidas fueron graficadas. Se obtuvo
una grafica creciente, que corresponde a una concen-
tracién de células por la unidad de medida, demos-
trando asi, que las células mantuvieron su prolifera-
cion durante 14 dias en condiciones estandares de
cultivo (Figura 2).

Capacidad de migracion celular

La migracion de las células hacia el area lesionada
se observé a partir de las 12 horas después de reali-
zarla, las células cubrieron entre un 10-20% del area
critica, a las 24 horas aumenté el nimero de células
que cubrieron ya en un 40-60% la superficie del frasco
de cultivo, posteriormente a las 48 horas las células
se observaron en semiconfluencia y a las 72 horas las
células cubrieron por completo el area, esto es obser-
vable en las imagenes (Figura 3).

Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron rea-
lizados en el tercer subcultivo de nuestra poblacion

Figura 1.

A) Imagen a las 72 horas de cul-
tivo se observa el crecimiento de
células alrededor del explanto.
B) Imagen tomada a los ocho
dias de cultivo en confluencia.
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celular, luego de nuestro conteo, se observo expre-
sion positiva de CD90 en mas del 80% de las célu-
las; expresion positiva a CD73 en un 70%, CD105

£ 09

S os _——

3 o7 Vo

s 0.6 /// —Control
S 05 / PDLSCs-1
g 0.4 ———# ~PDLSCs-2
g 0.3 —PDLSCs-3
2 0.2

< 0.1

Dia1 Dia3 Dia5 Dia7 Dia14
Periodos de crecimiento

Figura 2. Se muestran los resultados promedios obtenidos
de la lectura a 540 nm de longitud de onda en 5 tiempos de
estudio diferentes.

en un 60% y vimentina en un 90% de la poblacién
(Figura 4).

Diferenciacion osteogénica

Una vez inducida la diferenciacion dsea, las células
perdieron su morfologia fibroblastoide a los siete dias,
y adquirieron una morfologia prismatica, de apariencia
cuboide y menos alargada, aparecié también mayor
cantidad de matriz extracelular y presencia de nddulos
de calcificacion, que se observaron mediante la tin-
cion de rojo de alizarina el area cultivada y observada
es de 9.6 cm? (Figura 5).

RUNX2 es un factor de transcripcion indispensa-
ble para la maduracion ésea que fue expresado en
nuestra poblacion celular en diferenciacion osteo-
génica a los 14 dias, en al menos el 15% de las
células.

Figura 3.

A) Fotografia inmediata, des-
pués de realizar la lesion en el
cultivo. B) A las 12 horas des-
pués de la lesion, se observa
migracién de un grupo de células
recolonizando del 10 al 20% de
la lesién. C) A las 24 horas se
observa la migracion de un gru-
po de células recolonizando el
area dafiada en un 40-60%. D) y
E) A las 48 horas se observa que
las células han cubierto en un
80-90%. F) A las 72 horas des-
pués de la lesion, las células lle-
gan a confluencia nuevamente.
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Figura 5. Tincidn con rojo de alizarina. A) Fotografia ma-
croscoépica en contraste con hematoxilina de las células con-
trol e inducidas a diferenciacion a 14 dias. Tincién con rojo
de alizarina de las células diferenciadas B) 10x y C) 40x.

La osteocalcina es una proteina secretada en la
etapa tardia de la diferenciacidon 6sea; es capaz de
unirse al calcio para su estabilizacién; la presencia
de esta molécula a los 14 dias en un 90% de las
células nos indica la regulacion de la mineralizacion
(Figura 6).

Figura 4.

Iméagenes tomadas con micros-
copio de fluorescencia a un au-
mento de 40x. A) Expresion de
CD90 (verde), B) DAPI nuclear
(azul), y C) Fusién, D) CD73
(rojo), E) DAPI nuclear (azul), y
F) Fusion, G) Vimentina (verde),
H) CD105 (rojo), y I) Fusion de
ambas con DAPI nuclear (azul).

DISCUSION

El ligamento periodontal puede ser considerado
como una fuente accesible, ya que los 6rganos denta-
les son considerados tejidos de desecho una vez ex-
traidos, y en el caso de los pacientes que estan bajo
tratamiento de ortodoncia, la extraccion es la mejor
alternativa de tratamiento.?

Como han demostrado ya, las poblaciones obte-
nidas del ligamento periodontal tienen la capacidad
de regenerar diversos tejidos'*'® y, recientemente se
ha publicado informacién sobre el uso del ligamen-
to periodontal como una fuente de células troncales;
sin embargo, hacia falta llegar a un consenso sobre
los protocolos usados, ya que éstos pueden ser muy
inconsistentes y no permiten poder comparar clara-
mente las poblaciones celulares obtenidas,'” por ello,
conocer en profundidad el mecanismo de las técnicas
empleadas nos permitio sugerir este «<método estan-
darizado» centrado en mantener la integridad de la
muestra, asi como evitar su contaminacién.'®2° Este
método de cultivo requiere de menor experticia en el
manejo de los tejidos periodontales, por lo que es de
facil realizacion y evita posibles contaminaciones de
los cultivos.

La capacidad de nuestras células derivadas de
PDL para formar grupos de células clonogénicas ad-
herentes de caracteristicas similares a fibroblastos, se
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demostro por la formacion de alrededor de 1 x 106 cé-
lulas generadas a partir de 1 x 102 células individuales
cultivadas a baja densidad en siete dias de cultivo.
Esta poblacion de células formadoras de colonias, que
hemos denominado PDLSCs, mostrd una alta tasa de
proliferacién por MTT, similar a la tasa observada por
otros autores.?®

Asi, demostramos que el nuevo método mejord, o
al menos resultd efectivo para extraer una poblacién
de células semejantes a células mesenquimales del
ligamento periodontal, que mostraron un perfil anti-
geénico positivo a los marcadores de células mesen-
quimales, CD105, CD90, CD73 y vimentina que nos
confirma su origen mesodérmico y estadio mesenqui-
mal permiten reportar su estadio de células troncales
mesenquimales. 31521

Las PDLSCs mostraron que pueden diferenciar-
se a la linea osteogénica en un tiempo igual o me-
nor a ocho dias, esto quizds se deba a su origen
ectomesenquimal en armonia con lo ya mencionado
por Cha Y. y cols. que se trata de una poblacion celu-
lar que se diferencia®? expresando marcadores osteo-
génicos como: RUNX2, OCN vy la formacion de nédu-
los de mineralizacién.®

CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos, podemos afirmar que
el método simplificado permite aislar una poblacién de
células mesenquimales derivadas del ligamento perio-
dontal de premolares sanos extraidos.
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