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Method to obtain stem cells from the periodontal ligament
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RESUMEN
Las posibles aplicaciones terapéuticas de las células ma-
dre estromales mesenquimales (MSC) han despertado un
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ABSTRACT
The possible applications of mesenchymal stromal stem cells
(MSC) have aroused great interest in the field of biomedical

FACULTAD DE ODONTOLOGIA. Universidad Nacional de Cuyo. 2022. Volumen 16. N° 1



gran interés en el campo de la ingenieria biomédica como
terapia regenerativa. Las MSC son células madre adultas
multipotentes que poseen un alto potencial de diferencia-
cion, baja inmunogenicidad, propiedades inmunomodu-
ladoras y capacidad de expansién in vitro eficiente. Ade-
mas, se ha demostrado que las células madre de origen
dental producen una mejora de la dentina terciaria, rege-
neracion del ligamento y del hueso, permiten la implan-
tacién de tejido pulpar vital, reparacion de deficiencias es-
queléticas craneofaciales. También es digna de mencién
su capacidad para interactuar con multitud de materiales
biolégicos (biomateriales). En este trabajo mostramos la
metodologia a través de la cual obtuvimos celulas madre
de ligamento periodontal humano (hPDLSC), con la fina-
lidad de generar un banco de hPDLSC, las cuales seran
utilizadas en ensayos de maduracién y diferenciacion a
células productoras de matriz 6sea (osteoblastos), para su
futura aplicacion en la practica clinica.

Palabras claves: Células madre. Ligamento periodontal.

engineering as regenerative therapy. MSCs are multipotent
adult stem cells that possess high differentiation potential,
low immunogenicity, immunomodulatory properties, and
efficient in vitro expansion capacity. In addition, stem
cells of dental origin have been shown to produce an
improvement in tertiary dentin, regeneration of ligament
and bone, allow the implantation of the vital pulp tissue,
and repair of craniofacial skeletal deficiencies. It is also
necessary to mention its ability to interact with a multitude
of biological materials (biomaterials). In this work, we show
the methodology through which we obtained human
periodontal ligament stem cells (hPDLSC), to generate a
bank of hPDLSC, which will be used in maturation and
differentiation assays to bone matrix-producing cells
(osteoblasts), for its future application in clinical practice.
Key words: Stem cells. Periodontal ligament. Regenerative
therapy

Terapia regenerativa.

INTRODUCCION

En los ultimos 20 afos, el uso de las cé-
lulas madre en la practica clinica, para
tratar distintas patologias, se ha incre-
mentado de forma exponencial. Se sabe
que en los tejidos adultos existe una alta
cantidad de células madre capaces de
ser utilizadas con este propdsito gracias
a sus propiedades regenerativa (1,2). Las
células madre mesenquimales (MSC) son
células multipotenciales primitivas, con
morfologfa fibroblastoide, originadas a
partir de la capa germinal mesodermal,
que se autorenuevan y son capaces de
diferenciarse a otros linajes como el os-
teogénico, condrogénico, adipogénico,
eritropoyético y miogénico, aunque tam-
bién se ha demostrado su capacidad de
diferenciarse a células de origen no me-
senquimal como las del tejido nervioso
(3-6). Se han establecido tres criterios
minimos para definir las MSC humanas.
El primero corresponde a la capacidad de
adherencia al plastico en condiciones de
cultivo estandar; el segundo, al fenotipo
celular determinado idealmente por cito-

metria de flujo en la que las células madre
mesenquimales deben expresar proteinas
especificas tales como los CD (Cluster of
differentiation); y el tercero, hace referen-
cia a la capacidad de diferenciarse in vitro
a los linajes osteogénico, condrogénico,
hematopoyético y adipogénico (4,5).

En el tejido dental existe un gran nimero
de células madre mesenquimales (MSC),
que poseen una alta capacidad regene-
rativa. Estas son células de tipo multipo-
tenciales, las cuales se pueden obtener
de la pulpa dental, del ligamento perio-
dontal, de dientes primarios exfoliados,
de la papila dental y del foliculo dental en
determinados tejidos , pudiendo dar ori-
gen a linajes celulares diferentes al suyo
original. En cuanto a lo estrictamente
técnico, las MSC obtenidas de los tejidos
dentales son células faciles de obtener y
de expandir en cultivo. Por otro lado, su
gran plasticidad y su capacidad de migrar
hacia los tejidos lesionados las hacen ex-
tremadamente Utiles para ser utilizadas
como terapia regenerativa. Ademas tie-
nen propiedades inmunomoduladoras,

antiapoptoticas y antifibroticas(7, 8).
También son capaces de promover la an-
giogénesis (formacion de nuevos vasos
sanguineos), producir multiples tipos de
tejido conectivo, como el hueso, y dismi-
nuir la respuesta inflamatoria. Por otro
lado, se ha demostrado cientificamente
que las células madre de origen dental
aportan: mejora de la dentina terciaria,
regeneracion del ligamento y del hueso,
permiten la implantacién de tejido pulpar
vital, reparacion de deficiencias esquelé-
ticas craneofaciales. También es digna de
mencion su capacidad para interactuar
con multitud de materiales bioldgicos
(biomateriales).

El ligamento periodontal es un tejido
conectivo fibroso altamente especiali-
zado que se encuentra ubicado entre
el cemento que cubre a la raiz dental
y el hueso que forma el alveolo (posee
0,2mm de espesor), el cual provee resis-
tencia mecanica. Es un tejido altamente
vascularizado, lo cual refleja alto conteni-
do de constituyentes celulares y extrace-
lulares. La porcion celular incluye osteo-
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blastos y osteoclastos (contenidos en el
ligamento y asociados funcionalmente a
hueso), fibroblastos, células epiteliales de
Malassez, macréfagos, cementoblastos y
células madre mesenquimales. Las MSC
obtenidas del ligamento periodontal de
dientes humanos (hPDLSC) son faciles de
cultivar, pudiendo expresan marcadores
de superficie, como Stro1, CD105 (en-
doglina, antigeno SH2), CD29 (integrina
beta 1), CD173 (ecto-5"-nucleotidase) y
CD90 (Thy-1) (9). De forma interesante
se ha observado que las hPDLSC pueden
generar células formadoras de colageno,
adipocitos, cementoblastos células, os-
teoblastos y condrocitos in vitro (8, 10).
Por otro lado, estudios alentadores en
el drea de la odontologia regenerativa
han demostrado que las hPDLSC pueden
generar una raiz biolégica, cuando son
cultivadas junto con el tejido periodontal
adyacente (11-14). El tejido periodon-
tal rodeo a la raiz y aparentemente, te-
nfa una relacion natural y biolégica con
el hueso que lo rodeaba. Sin embargo,
la fuerza mecénica que posefa esta raiz,
era un tercio menor que la de las raices
naturales ya que no se generd el mismo
tipo de dentina que la presente en un
diente natural, lo que se comprobd con
la deteccién de hidroxiapatita residual.
Esto demuestra que si bien los avances
son prolificos, aun faltan ensayos que nos
permitan comprender todo el proceso.

Con el fin de desarrollar un modelo para
la aplicacion clinica de las hPDLSC en pa-
tologias odontoldgicas, se desarrollé un
protocolo de obtencion de dichas células
a partir de la exodoncia de premolares
sanos. Asi mismo, se caracterizo el perfil
de proteinas de superficie de las células
aisladas, como tambieén su capacidad
de crecimiento in vitro. Finalmente, se
criopreservaron en nitrégeno liquido,
con la finalidad poder ser utilizadas en
futuros ensayos de maduracion y dife-
renciacion celular a osteoblastos. Debi-
do a la capacidad de diferenciacion que
poseen las hPDLSC a celulas productoras

Figura 1a: Obtencion de hPDLSC. Recepcion
de las muestras desde las clinicas de la F.O.

de matriz 6sea, nuestros estudios podria
llegar a ser una estrategia exitosa en la
busqueda de una nueva alternativa para
su administracion y aplicacion clinica en
medicina regenerativa.

METODO Y RESULTADO
Obtencion de células madre de
ligamento periodontal

Mediante cirugia programada por la Ca-
tedra de Cirugia, en las clinicas odonto-
l6gicas de la FO, de la UNCuyo, y previo
consentimiento informado, se obtuvieron
premolares sanos. Dichas muestras, fue-
ron transportadas en medio completo
(D-MEN, 10% de suero fetal bovino (SFB)
y penicilina-estreptomicina (figura 1a y
b). Posteriormente, se procedio al raspa-
do del ligamento periodontal en una caja
de Petri con medio de cultivo D-MEN. Di-
cho proceso, se realizd en condiciones de
esterilidad, en campana de flujo laminar.
El liquido, conteniendo el raspado del
ligamento periodontal, se recolecté en
tubos de 1,5 ml y se centrifugd a 2500
RPM. Luego, se descarto el sobrenadante
y se resuspendié el pellet en buffer PBS/
tripsina, durante 5 min, a fin de disgregar
el tejido obtenido. La muestra se centrifu-

Figura 1b: Obtencion de hPDLSC. Traslado
de la pieza dental en medio con suero y an-
tibidtico.

gd nuevamente a 2500 RPM y se eliminé
el sobrenadante. El nuevo pellet obteni-
do, se resuspendid en medio de cultivo
completo y se colocd en placas de cultivo
celular de 6 pocillos (Figura 2a 'y b). Poste-
riormente, la placa se ubico dentro del in-
cubador de CO2, a 37°C, para favorecer
el crecimiento celular. La morfologfa celu-
lar, asi como el crecimiento en monocapa
de dichas células, se observé mediante
microscopfa de luz transmitida (Figura
3). Nuestros resultados indicaron que las
células aisladas del ligamento periodontal
de los premolares sanos, crecieron sobre
un soporte plastico en condiciones estan-
dar de cultivo y presentaron una morfolo-
gia alargada y estirada (tipo fibroblastos),
caracteristicas de las hPDLSC.

Caracterizacion de las células
obtenidas del ligamento perio-
dontal

Luego de 3 semanas de cultivo, las células
gue crecieron fueron recolectadas y ca-
racterizadas por citometria de flujo, a fin
de determinar su linaje especifico como
hPDLSC. En este ensayo se determing,
mediante la utilizacién de anticuerpos
monoclonales especificos, la presencia de
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Figura 2a: Raspado del ligamento periodon-
tal en condiciones de asepsia, bajo campana
de flujo laminar.

distintas proteinas de superficie celular o
CDs. Nuestros resultados determinaron
que las células aisladas del ligamento pe-
riodontal fueron positivas para los mar-
cadores de superficie especificos de las
hPDLSC, tales como los CD105, CD90,
CD73 y CD29 y negativas (control nega-
tivo) para los marcadores CD31y CD106.
Estos resultados evidenciaron el éxito de
nuestra técnica de aislamiento de hPDL-
SC, a partir de premolares sanos (Figura
4). Luego del proceso de caracterizacion,
las células aisladas se expandieron en cul-
tivo y se congelaron en nitrégeno liquido
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Figura 2b: Cultivo en placa, de la disgregacion del ligamento perio-
dontal, en estufa de cultivo celular a 37°Cy 5% CO2.

(criopreservacioén), con el fin de generar
un banco de hPDLSC, las cuales seran
utilizadas en ensayos de maduraciéon y
diferenciacion a células productoras de
matriz ésea (osteoblastos).

CONCLUSION Y DISCUSION

La ingenieria tisular y regenerativa basada
en el uso de las células madre de origen
dental tiene un futuro prometedor den-
tro de las ciencias sanitarias. Para poder
hablar de la terapéutica basada en el em-
pleo de células madre es muy importante
comprender el concepto de transdiferen-

ciacion: «Capacidad de las células madre
para ser transplantadas bajo determina-
das condiciones en determinados tejidos
y dar origen a linajes celulares diferentes
al suyo original».

En la actualidad, la reparacion de defec-
tos 6seos que se producen por trauma,
tumores, infecciones, trastornos bioqui-
micos, tratamientos como por ejemplo, la
exodoncia, requiere una intervencién qui-
rurgica y de la utilizacion de materiales
como hueso autélogo (del mismo pacien-
te), hueso heterélogo (de un donante),
matrices desmineralizadas, biomateriales

Figura 3: hPDLSC. Microscopia de luz transmitida de nuestro cultivo de células madres humanas de ligamento periodontal. Aumento 40x.
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Figura 4:

Caracterizaciéon de hPDLSC. Se caracteri-
zaron las células mediante la deteccién, por
citometria de flujo, de marcadores especi-
ficos de superficie celular (CD o Cluster of
differentiation). Los histogramas muestran
que las células fueron positivas para CD 105,
CD29, CD73 y CD90 y negativas para CD31
y CD106. Linea roja: autofluorescencia. Linea
azul: marcador de superficie.

sintéticos como metales, ceramicas, po-
limeros, etc. para subsanar dichas alte-
raciones. El uso de injertos éseos tiene
varias desventajas: por un lado, los condi-
cionamientos legislativos y, por otro lado
la escasez de donantes, la transmision
de enfermedades, la morbilidad del sitio
de extraccién, etc. Los materiales ante-
riormente nombrados son incapaces de
remodelarse y reaccionar ante determi-
nadas condiciones fisiolégicas, presentan
un alto porcentaje de pérdidas por com-
plicaciones como la falta de unién, la re-
absorcién osteoclastica, la mayor preva-
lencia de microfracturas y la disminucién
de la densidad mineral 6sea.

Para reducir tales problemas, la ingenieria
regenerativa de tejidos se ha convertido
en una estrategia encaminada a repa-
rar, reconstruir o regenerar tejido vivo
utilizando células y biomoléculas en una
matriz tridimensional para la formacion y
el crecimiento de los nuevos tejidos a ser
empleados en la reconstitucion morfolo-
gica y funcional del tejido perdido.

En los ultimos afios la investigacion
odontolégica ha avanzado notoriamen-
te, acercando el laboratorio a los consul-
torios clinicos. La investigacion en curso
maés valiosa que posee la odontologia re-
generativa es el estudio de las células ma-
dre, las cuales, junto a la utilizacion de la
terapia génica, estan consideradas como
uno de los futuros mas prometedores de
la Medicina.

En conclusion, la importancia de la ob-
tencion de las hPDLSC se ve claramente
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al tomar en cuenta las posibles multi-
ples aplicaciones terapéuticas en las que
pueden ser implementadas. Su gran po-
tencial de proliferacion y su capacidad
de diferenciacion han hecho que sean
muy atractivas para las terapias regene-
rativas. En lo que concierne a la odon-
tologfa, la reparacion de defectos 6seos
que se producen por trauma, tumores o
tratamientos son situaciones clinicas en
las cuales el uso de estas células madre
podrian subsanar dichas alteraciones.

Nuestros resultados abren un abanico
de posibilidades importante para nues-
tro grupo de investigacion, dentro del
CIO-FO-UNCuyo (Centro de Investiga-
ciones Odontoldgicas), en el campo de
la biologia celular y molecular, ya que
en un futuro cercano podremos utilizar
dichas células para el estudio y gene-
racion de modelos de terapia regene-
rativa, siendo un objetivo importante y
ambicioso su posterior uso en la practica
odontologica.
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