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Resumen 

En esta tesis doctoral se estudia el efecto de inhibir la función de la proteína de adhesión 

del cemento radicular durante el proceso de la cementogenesis in vitro,secretada por las 

células derivadas de un cementoblastoma humano por medio del anticuerpo anti-CP. 

Los cultivos celulares tratados con 5 IlgímI del anticuerpo anti-:-CP revelan una disminución 

en la actividad de la fosfatasa alcalina de 40% (p < 0.005), 44% (p < 0.00 l J, 49% (p < 0.1) 

y 45% (p < 0.02) a los 9, 11, 13 Y 15 días de cultivo cuando se comparan con los cultivos 

celulares control incubados con el anticuerpo nOlmal de conejo a concentración de 5 Ilgíml. 

La inmunoexpresión de las proteínas involucradas en la formación de la matriz 

mineralizada en los cultivos tratados con 5 JlgímI del anticuerpo anti-CP, mostraron que el 

número de células que dieron una señal positiva para osteopontina se redujo en un 87, 83, 

69 Y 52% a los 5, 7,9 Y 11 días de cultivo. Asimismo, el número de células positivas para 

la sialoproteínaósea disminuyó en 80, 51, 60, 80, 83, Y 87% a los 5, 7, 9, 11 Y 15 días de 

cultivo, cuando se compararon con los cultivos celulares control incubados con el 

anticuerpo .normal de conejo a concentración de 5 Jlg/ml. 

El microan.álisis del mineral depositado in vitro por las células derivadas del 

cementoblastomanos indican que la razón Ca/P en los cultivos control es de 1.45 y 1.61 a 

los 5 y 15dias de cultivo, mientras que en los cultivos experimentales la razón CaíP 

disminuye a 0.50 y 0.79 a los 5 y 15 días de cultivo respectivamente. Aunque la 

composición inorgánica disminuye en los cultivos experimentales, los patrones de 

difracción de rayos X a manera de anillos concéntricos que representan los espacios D­

interplanares del cristal, tanto en los cultivos control como en los cultivos experimentales, 

demuestra que el mineral es hidroxiapatita. Estas disminuciones en la composición 
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inorgánica del mineral depositado se traduce en la formación de aglomerados esféricos sin 

un patrón organizado, que no forma las placas características del tejido mineral de cemento 

-como en el caso de las células control tratadas sólo con el anticuerpo normal de conejo-, 

determinadas por microscopia de fuerza atómica y microscopia electrónica de barrido. Sin . 

embargo, estos patrones macroscópicos del mineral depositado, al ser analizados por 

microscopia electrónica de alta resolución, nos indican que la cristalinidad del mineral de 

hidroxiapatita muestra un arreglo preferencial de los cristales en ambos cultivos - control y 

experimental- a los 15 días de cultivo. Estos resultados concluyen que la proteína de 

adhesión de cemento es un factor importante que regula y/o participa en el proceso de la 

cementogénesis al afectar la actividad y función de diversas proteínas y que puede ser 

asociada al crecimiento del cristal así como a las características composiciónales y 

morfológicas del mineral depositado durante el proceso de mineralización invitf'O. 
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Abstract 

In this thesis work, we study the inhibitory effect by a polyclonal antibody anti-CP raised 

against the cementum attachment protein secreted by human cementoblastoma-derived 

cells during cementogenesis process in vitro. 

Cultures treated with 5¡..tglml of CP antibody from day 3 to day 15 revealed a significant 

decrease in alkaline phosphatase activity of 40% (p < 0.005), 44% (p < 0.001), 49% (p < 

0.1) Y 45% (p < 0.02) at 9, 11, 13 and 15 days respectively. Immunoexpression analysis of 

the proteins implicated in mineral deposition in the experimental cultures treated with 5 

¡..tg/ml of anti-CP antibody revealed that number of cementoblastoma cells expressing 

osteopontin was reduced by 87, 83, 69 and 52% at 5, 7, 9 Y 11 days, respectively. Bone 

sialoprotein immunoexpression showed a decrease in positive cells of 82, 51, 60, 80, 83 

and 87% at 5, 7, 9, 11 and 15 days, respectively when compared to controls. Microanalysis 

examination ofthe mineral-like tissue deposited by cementoblastoma-derived cells revealed 

that control cultures had a Ca/P ratio of 1.45 and 1.61 at 5 and 15 days, whereas 

experimental cultures revealed that CalP ratio was reduced to 0.50 and 0.79 at 5 and 15 

days respectively. Although, the m.ineral-like tissue deposition process was affected in the 

experimental cell cultures, the mineral-like tissue corresponds to hydroxiapatite as revealed 

by electron diffraction pattem that showed as inner double rings representing D-spacing, 

which, were consistent with those of the hydroxiapatite in both control and experimental 

cultures. This decreased value in the inorganic composition of the mineral-like tissue was 

associated with a tiny, granular and spherical morphology without a special organization of 

needle like crystal to form plaque-like structures features of the cementum-like tissue as 

revealed in control cultures analyzed by atomic force microscopy and scanning electron 
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microscopy~ However, the examitiatión of these maCros copie pattems of the mineral-like 

tissue by high resolution transmíssion electron microscopy showed that the crystalliníty of 

the hydroxiapatite crystal had a homogeneous and preferential spatial arrangement of the 

hydroxiapatite erystallites in both control and experimental cultures at 15 days of culture. 

Based in these observations, we suggest that the eementum attachment protein has a 

provocative role during cementogenesis proeess by affecting the activity and function of 

several proteins and it can be associated to the crystal growth, compositional and 

morphologieal features of the mineral-like tissue deposited by the cementoblastoma­

derived ceIls during the mineralization process in vitro. 
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Introducción 

Periodonto 

El periodonto o tejido de sostén del diente, esta fonnado por los siguientes tejidos: 

1) Encía 

2) Ligamento Periodontal 

3) Hueso alveolar 

4) Cemento radicular 

La función principal del periodonto es unir el diente al tejido óseo de la cavidad bucal y 

conservar la integridad de la mucosa masticatoria de la boca. 

Encía 

La encía es la parte de la mucosa masticatoria que rodea las porciones cervicales de los 

dientes. Anatómicamente esta dividida en encía marginal y encía insertada. 

La encía esta fonnada por tejido epitelial y tejido conjuntivo, este ultimo es el tejido 

predominante de la encía. Sus componentes principales son fibras de colágena (60%), 

fibrob!astos (5%), vasos sanguíneos y nervios (~35%). 

Ligamento Periodontal 

El ligamento periodontal es el tejido conectivo blando que rodea las raíces dentarias y se 

une a hueso. Esta compuesto principalmente por fibras de colágena dispuestas en haces que 

se insertan en hueso y en el cemento radicular, representando el 50% del peso seco de todo 

el tejido. 

Hueso Alveolar 

El hueso alveolar es la parte dura de los maxilares superiores e inferiores que fonna y 

sostiene a los dientes. 
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El hueso alveolar junto con elligámétltb periodont~l y el cemento radicular constituyen el 

aparato de inserción de los dientes, cuya función principal es distribuir y reabsorber las 

fuerzas generadas por los contactos dentarios. 

El hueso alveolar esta formado por las células osteoblásticas encargadas de depositar la fase 

osteoide, constituida por fibras de colágena y una matriz que contiene proteínas no 

colágenas y proteoglucanos. Esta fase osteoide experimenta una mineralización por 

depósitos de sales minerales de fosfato de calcio que se transforma en cristales de 

hidoxiapatita. 

En el proceso de mineralización del hueso alveolar, los osteoblastos quedan atrapados en la 

matriz mineralizada convirtiéndose en los osteocitos, los cuales se nutren y comunican por 

medio de sus prolongaciones citoplasmicas1
, 2. 

Cemento Radicular 

El ce1:1ento radicular fue descrito por primera vez en 1835 por los discípulos de Purkinje 

como un tejido mineralizado que cubre la superficie radicular de los órganos dentarios. Sus 

principales funciones son el proveer el anclaje para las fibras de colágena del ligamento 

periodontal (fibras de S harpey), mediar en la inserción del diente al hueso alveolar, 

distribuir las fuerzas masticatorias y jugar un papel primordial en la reparación de la 

superficie radicular. Estas funciones se pierden cuando el cemento es afectado por la 

enfermedad crónica episódica e inflamatoria, la periodontitis, la cual es considerada un 

problema de salud pública a nivel mundial 1 
• 

Estructura 

En el cemento radicular pueden diferenciarse dos tipos de cemento: el acelular y el celular. 

El término cemento acelular no es muy apropiado ya que corno tejido vivo, las células son 

parte integral del cemento en todo momento. No obstante, algunas capas de cemento 
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radicular no incorporan células en suriiattiz mineralizada, característica que les da su 

nombre. Este tipo de cemento cubre la dentina radicular desde la unión cemento-esmalte 

hasta el tercio medio de la superficie radicular. 

A partir del tercio medio y hasta el ápice, donde el cemento es en su totalidad de tipo 

celular debido a que los cementoblastos (unidades estructurales) encargados dé sintetizar la 

matriz tanto orgánica como inorgánica del cemento quedan atrapados en la matriz 

mineralizada que ellos mismos producen y se denominan cementocitos. Los cementoblastos 

son células cuboidales que presentan características ultraestructurales únicas: numerosas 

mitocondrias, un aparato de Golgi bien desarrollado y grandes cantidades de retículo 

endoplásmico granular, 10 que revela su intensa actividad biológica. 

El cementocito típico posee numerosas prolongaciones celulares o canículos que se irradian 

a partir de su cuerpo celular. Estas prolongaciones pueden ramificarse y con frecuencia 

establecer anastomosis con las de una célula vecina. El citoplasma del cementocito contiene 

escasas mitocondrias, mientras que el retículo endoplásmico parece dilatado y el núcleo es 

pequeño, revelando involución y picnosis, indicando que los cementocitos son células en 

proceso de degeneración y se propone que presentan una escasa actividad biológica3
,4. 

Propiedades físico-químicas 

El cemento radicular se asume que es idéntico al hueso, porque presenta similitudes con 

este: 

1) Las enfermedades que afectan las propiedades del hueso, a menudo alteran las 

propiedades del cemento. Por ejemplo, la enfermedad ósea de Paget resulta en 

hipercementosis; la hipofosfatasa resulta en la no-formación de cemento, con la exfoliación 

dentaria y el hipopituitarismo que esta asociado con la disminución de cemento.5 
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2) La composición inorgánica de cemento radicular es similar a hueso alveolar. Tanto el 

cemento como el hueso se componen aproximadamente del 50% de fosfatos de calcio que 

se encuentra en forma de cristales de hidroxiapatita [CalO(P04)6(OH)2]. Además, en el 

cemento se encuentran elementos trazas, entre los que podemos mencionar al magnesio (0.5 

al 1.4%), flúor, sodio, cobre, azufre y zinc, y que actualmente; tanto en su distribución y 

significado biológico no han sido estudiados a detalle.6 

3) La matriz orgánica de cemento es considerada similar al hueso: consiste primariamente 

de colágenas Tipo 1 (95%) Y Tipo lIT (5%), las cuales en su conjunto, desempeñan un papel 

tipo estructural. Moléculas no colágenas como fibronectina (FN), sialoproteína ósea (BSP), 

osteopontina (OPN), fosfatasa alcalina (ALP), etc., diversos factores de crecimiento como 

IGF-I, FGFa, FGFb,PDGF y TGF~7, 8, proteoglucanos y glucosaminoglucanos como el 

dennatan sulfato, hialurona, condroitína sulfato, lumican, entre otros, que han sido 

identificados bioquímicamente e histoquímicamente como las especies dominantes, pero no 

i 'fi 9 10 son cemento especl lcas' . 

A pesar de estas similitudes, el cemento radicular tiene características únicas que lo pueden 

diferenciar del hueso: presenta un color amarillo, una baja microdureza, un recambio 

metabólico bajo, carece de inervación, de irrigación sanguínea directa, drenaje linfático, a 

diferencia del hueso alveolar no sufre procesos de remodelación de un modo fisiológico, 

presenta una formación activa caracterizada por un depósito continuo durante toda la vida, 

que se observa a manera de líneas de crecimiento; y posee - hasta el mornento- moléculas 

específicas de matriz como la proteína de adhesión de cemento (CP) y el factor de 

crecimiento del cemento radicular (CGF) que se ha reportado ser similar al factor de 

crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-I)Jl· 12. 

8 



Antecedentes 

La investigación desde 1835 sobre la histología y composición del cemento radicular ha 

demostrado que el cemento es un tejido único, Mientras, los estudios sobre las proteínas 

especificas expresadas por los cementoblastos, así como, la localización de. las células 

progenitoras de los cementoblastos durante el desarrollo, yen el estadio adulto, permanece 

como un paradigma oscurol3
, 14. 

Durante el desarrollo, se sugiere que las células ectomesenquimatosas, células del folículo y 

células de la papilla dental, cuando se estimulan correctamente tienen la capacidad de 

actuar como cementoblastos 15, 16, En el estadio adulto, se propone que una pequeña 

población de las células del ligamento periodontal maduro tiene la capacidad para 

diferenciarse hacia un fenotipo osteoblástico o cementoblástico con la consiguiente 

forma~ión de tejido mineralizado17
, 18, 

Los estudios para dilucidar el origen de las células progenitoras de los cementoblastos se 

han basado en un modelo animal (ratón). indicando que las células de los espacios 

endosteales del hueso alveolar migran y adoptan una. localización paravascular en el 

ligamento periodontal, convirtiéndose posteriormente en células formadoras de tejido 

mineral 19, 20, sin embargo, es preciso establecer, que, proceso de la cementogénesis en 

ratón no constituye un modelo paralelo a la cementogénesis en humanos21,22. 

Alternativamente, se ha propuesto quedíferentes factores suministrados por las células 

epiteliales dentro de un ambiente local, pueden en parte influenciar la diferenciación de las 

células del folículo dentario hacia cementoblastos, de tal modo que, secreten la matriz 

mineralizada de cement023, 24, o bien, se propone una hipótesis en que las mismas células de 

la vaina epitelial radicular de Herwitg se encuentren bajo una transformación generativa 
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hacia cementoblastos (transforrí1Í3.ción Emtomésenquírhatosa) y así proveer la apropiada 

·mattiz para la formación del tejido cementoide25
• 

Por tal motivo, los factores que disparan la proliferación de los precursores de los 

cementoblastos, los que controlan la migración celular dirigida hacia la superficie radicular 

y los que regulan su diferenciación en el periodonto adulto permanecen como preguntas 

abiertas. Las anteriores interrogantes se pueden abordar al identificar, aislar y caracterizar 

poblaciones celulares que expresen el fenotipo del cemento radicular. Sin embargo, existen 

dificultades para lograr este objetivo: 

1) Los laboriosos procedimientos de disección requeridos para obtener suficiente 

tejido para estudiar sus propiedades bioquímicas y moleculares. 

2) A la fecha no existe un marcador biológico específico de la matriz extracelular del 

cemento radicular. 

3) La población celular del ligamento periodontal es heterogénea, lo cual implica que 

existen linajes osteoblásticos, cementoblásticos y fibroblásticos, que impiden aislar 

una población puramente cementoblástica26
. 

Observaciones recientes indican que el 40% del total de las poblaciones del ligamento 

periodontal expresan un fenotipo asociado a la formación de tejido mineralizado y solo el 

7% de . esta población expresa el fenotipo cementoblástico con alta actividad específica de 

ALP, lo que revelaestadios de diferenciació~7. 

A este respecto, nuestro laboratorio desarrolló una estrategia de investigación tendiente a 

contribuir al conocimiento de la biología del cemento radicular, la cual consistió en aislar, 

expandir y caracterizar parcialmente una línea celular a partir de un cementoblastoma de 

human028
• 
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447 4A 

La Organización Mundial de la Salud considera al cementoblastoma como un raro tumor 

odontogénico de origen mesenquimatoso descrito por primera vez por Norberg en 1930. La 

lesión es solitaria, presentando un crecimiento lento asociada a la raíz de dientes 

permanentes (premolares y/o molares). Radiográficamente, la lesión esta bien delimitada y 

la párte central es radio-opaca y comúnmente rodeada por una zona radio-luminosa de 

anchura uniforme, la cual representa el tejido no mineralizado que corresponde a las capas 

celulares en formación, es decir, cementoblastos29
• 

Los cultivos de las células derivadas del tumor de cemento, estudiadas en nuestro 

laboratorio, manifestaron, inicialmente, una morfología fibroblástica, y después del pasaje 

4to a sto asumieron una morfología distinta; consistente en células más anchas, aplanadas y 

multipolares, especialmente cuando llegaban a confluencia. 

La caracterización de las células derivadas del cementoblastoma, muestran que esta línea 

celular parece ser homogénea, así como expresar el fenotipo del cemento celular humano, 

dado que expresan marcadores asociados a tejidos mineralizados como: 

1) La fosfatasa alcalina (ALP) enzima reconocida como un marcador biológico en el 

complejo proceso de la diferenciación de osteoblastos y cementoblastos, 

participando en la mineralización de la matriz extracelular, probablemente, 

regulando las concentraciones extracelulares de fosfatos 30
, 31 

2) Proteínas no colágenas como la osteopontina (OPN) y la sialoproteína ósea (BSP): 

"Proteínas que se encuentran en la respectiva matriz mineralizada de cemento e 

implicadas en la deposición del mineral yen las interacciones matriz-matriz durante 

el desarrollo radicu1ar32
, 33. 

El estudio de la naturaleza y propiedades estructurales del tejido mineral depositado in vitro 

por las células derivadas del cementoblastoma en nuestro laboratorio, muestran que es 
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diferente al compararlo con el tejido iriifietálizadd depositado por células derivadas de 

hueso alveolar in. vitro. Además, el tejido mineralizado tiene características similares al 

cemento radicular humano in vivo, tanto en morfología, como en composición y 

ultraestructura; por 10 cual, estas células las hemos considerado como una línea de 

cementoblastos putativos34
, 35. Resultados preliminares, sugieren que las células derivadas 

del cementoblastoma humano, aunque probablemente comparten un progenitor común con 

las células osteoblásticas, siguen diferentes vías en el proceso de mineralización y por 10 

tanto, en la diferenciación, ofreciendo una oportunidad única para dilucidar como el 

proceso de la cement()génesis es regulado in vitro. 

Por otro lado, esta línea celular derivada del cementoblastoma -de un modo importante­

también ha mostrado producir una proteína relacionada a la proteína de adherencia del 

cemento radicular (CP por sus siglas en inglés: cementum attachment protein), la cual al 

pareceres el único marcador biológico de este tejido a la fechal3
. Los estudios de 

secuencias parciales de aminoácidos obtenidas de la proteína CP, han revelado que se trata 

de una proteína de tipo colágena, debido a que cuatro de las seis secuencias obtenidas 

presentan cierta homología en su estructura primaria con colágena tipo 1 y XII dado que 

contienen la repetición Gly-X-Y característica de la estructura de triple hélice de la 

colágena, aunque algunos de los péptidos obtenidos muestran que no son triple­

helicoidales36
. 

Algunas de las posibles explicaciones para encontrar ambos tipos de secuencias son que CP 

podría contener secuencias no colágenas y colágenas y alternativamente CP podría ser una 

proteína de adherencia de tipo colágena localizada en el cemento radicular, aunque esto 

parece improbable, ya que, los anticuerpos contra colágena tipo l, V, XII, y XIV no 

presentaron reacción cruzada contra CP por medio de inmunotransferencias37
• 
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El análisis por computadora de lasse¿uencias parciales de aminoácidos de CP revelaron 

que no están presentes en fibronectina, laminína, osteopontina, sialoproteína ósea,y 

vitronectina, lo que muestra que la CP es una molécula única y probablemente específica 

para el cemento radicular3
!!. 

Los estudios dirigidos para entender cual es la función de esta proteína, han demostrado 

que es capaz de promover la expresión de ALP, inducir la formación de nódulos 

mineralizados en células mesenquimatosas embrionarias sin un fenotipo definido in vitra, 

promover la adherencia celular, mostrar afinidad por la hidroxiapatita. Se sugiere que CP 

es un factor importante en la quimioatracción, adhesión y diferenciación celular en el 

proceso de la cementogénesis y posiblemente en la regeneración de las estructuras 

periodontales39, 40, 41. 

La producción de CP por las células del cementoblastoma humano, nos indica que; esta 

línea celulares una fuente significativa para la obtención, purificación y caracterización del 

marcador biológico del cemento radicular. En nuestro laboratorio, se llevó a cabo la 

producción de .un anticuerpo policlonal contra está. proteína obtenida a partir del medio 

condicionado. Las inmunotransferencias han mostrado que este anticuerpo. policlonal (anti­

CP), reconoce una proteína relacionada con cemento con un peso molecular de 56 kDa 

tanto de extractos de cemento radicular humano corno de las células derivadas del 

cementoblastoma humano in vitra. 

Para determinar la especificidad celular del anticuerpo se utilizaron secciones transversales 

y longitudinales de dientes de humano así corno cultivos celulares derivados del ligamento 

períodontal, hueso alveolar y células del cementoblastoma humano. 

Los resultados de los ensayos inmunohístoquímicos nos muestra que este anticuerpo 

reconoce cemento, cernentoblastos, cementocitos, células progenitoras en los espacios 
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endosteales de hueso alveolar y céluÍas de localización para vascular en el ligamento 

periodontal. Lo que nos indica la especificidad en la expresión y distribución de la proteína 

derivada de cemento en el periodonto. 

Por otro lado, estudiamos si la proteína inmooopurificada a partir de las células aisladas del 

cemer..toblastoma tenía la propiedad de promover la adhesión celular. Los ensayos muestran 

que la proteína promueve la adherencia de las células del ligamento periodontal, de hueso 

alveolar y de fibroblastos gingivales de manera creciente en la concentración42
. 

Juntos, todos estos datos preliminares, indican que la proteína derivada por nosotros, del 

cementoblastoma, podría ser una molécula relacionada a CP y servir como un marcadOr 

biológico para el tejido mineralizado del cemento radicular y probablemente encargada de 

regular en parte el proceso de mineralización durante la cementogénesis. Sin embargo, si 

esta proteína es especifica para el cemento radicular, esto debe determinarse en el futuro 

con la' disponibilidad de la secuencia de ADNc para determinar las células que expresan 

esta proteína durante el desarrollo, maduración y regeneración de las estructuras 

periodontales. 
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Hipótesis 

La proteína de adhesión derivada del cemento (CP) regula la expresión de factores y/o 

marcadores que juegan un papel importante en la formación de tejido mineral, tales como: 

la Josfatasa alcalina (ALP), osteopontina (OPN) y sialoproteína ósea (BSP), asimismo 

participa en la regulación de la naturaleza y características morfológicas del tejido mineral 

depositado durante el proceso de la cementogenesis in vitro. 
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Objetivos 

Objetivo General 

El propósito de este trabajo es estudiar el papel regulador de CP en la expresión de ALP, 

OPN Y BSP, así como sobre la naturaleza y características del tejido mineral depositado in 

vi/ro durante el proceso de la cementogénesis. 

Objetivo Especifico 

1) Inhibir CP por medio del anticuerpo anti-CP para correlacionar dicha molécula con la 

expresión de ALP, OPN Y BSP durante el proceso de la cementogénesis in vitro. 

2) Determinar y caracterizar el tejido mineral depositado al inhibir CP durante el proceso de 

la cementogél1esis in vitro. 
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Metodología 

Cultivo celular 

Las célu]as derivadas del cementoblastoma humano, se mantuvieron en un medio de cultivo 

DMEM suplementado con lO%de suero fetal bovino (SFB), una solución de antibióticos 

(penicilina 100 U/mI, estreptomicina 100 ¡..tg/ml y fungizona O.3f.lg/ml). Los cultivos se 

mantuvieron a una temperatura de 37°0 Y en una atmósfera de 95% de aire y 5% de C02 en 

un ambiente con 100% de humedad. Para el trabajo .experimental se ·utilizaron cilltivos 

celulares en el segundo pasaje. 

Ensayo de proliferación 

Para determinar si el anticuerpo normal de conejo y el anticuerpo polic1onal que reconoce a 

la proteína de adhesión de cemento (antí-CP) afecta la proliferación celular, las células . 

derivadas del cementoblastoma humano fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos 

a una densiqad celular de 2x104 e incubadas en 10% de SFB, toda la noche, en las 

condiciones mencipnadas anteriormente. Al día siguiente (designado como día cero), el 

medio fue cambiado y los cultivos celulares fueron incubados con un medio de cultivo con 

10% de SFB más 5 ¡..tglml del anticuerpo policlonalanti-CP. Los cultivos controles fueron 

incubados con 10% deSFB más 5¡..tglml el anticuerpo normal de conejo. El medio fue 

cambiado cada tercer día. Las células fueron colectadas con 0.05% de tripsina porcina -

0.02% de EDTA. Una vez obtenido el botón, las células se' contabilizaron utilizando un 

contador Coulter Oounter (Coulter electronics, Hialeah, Florida). El número de células fue 

evaluado a los 1, 3, 5 Y 10 días de cultivo celular. Los experimentos se realizaron por 

triplicado repitiéndose dos veces. 
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Ensayo de viabilidad celular 

Para estudiar sí el anticuerpo anti-CP que reconoce a la proteína de adhesión, derivada de 

cemento (CP), afecta a la viabilidad celular; se realizó un ensayo de azul de trizol (MTT) 

basado en la habilidad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial para oxidar la sal de 

tetrazolio (3-I4,5-dimetiltiazol-2-y]-2-5 bromuro difeniltetrazolio) a un producto insoluble 

de color azul. Las células del cementoblastoma fueron cultivadas en placas de 96 pozos a 

una densidad de Ix104 por triplicado e incubadas con 5 ~g/ml del anticuerpo anti-CP 

(experimentales) y con 5 ~g/ml del anticuerpo normal de conejo (control) por 1, 3, 5 y 10 

días de cultivo. Después de cada periodo experimental, las células fueron incubadas con 

MTT (120 mg/ml) a 37Q C por 3 h. Pasado este tiempo, el sobrenadante fue removido y a 

cada pozo de cultivo se le adicionó una solución con 0.04 M de ácido clorhídrico (HCl) en 

isopropanol y la placa se llevó a un lector para análisis de inmunoabsorción unida a 

enzimas (ELISA) para obtenerse la densidad óptica a una longitud de onda de 570 nm. Los 

experimentos se realizaron por triplicado repitiéndose.dos veces. 

Inhibición de CP 

.Para estudiar que CP es una proteína reguladora del proceso de ·la éementogenesís, 

probamos el efecto de inhibir a CP por medio de ensayos de inhibición, incubando las 

células derivadas de un cementoblastoma humano con el anticuerpo poticlonal (anti-CP) 

sobre la actividad de moléculas involucradas en el proceso de la cementogenesis y en la 

capacidad de formación del tejido mineral. 

células fueron cultivadas en los siguientes tiempos 5, 7,9, 11, 13 y 15 días en medio 

D.\1EM . suplementado con 10 % SFB, antibióticos (penicílína 100 U/mI, estreptomicina 
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100 ¡..tglml y fungizona 03· ¡..tg/ml), 10 mM de l3-glicerofosfato, 50 ¡..tg/ml de ácido ascórbico 

y 10-7 M de dexametasona. 

Los cultivos experimentales se trataron con 5 ¡..tglml del anticuerpo anti-CP y los cultivos 

. control con 5¡..tg/ml del anticuerpo normal de conejo. En cada punto experimental se 

procedió a examinar la actividad específica de la fosfatasa alcalina, la presencia de 

osteopontina y sialoproteína ósea, así como, el mineral formado, como se describe a 

continuación. 

Ensayo de la actividad específica de la fosfatasa alcalina 

Se sembraron células en placas de 24 pozos a una densidad de 2xl 04 como se describió 

anteriormente~ cambiándose el medio y el anticuerpo cada 72 h. La actividad de la enzima 

fosfatasa alcalina (AP) se determinó de acuerdo al método de Lowry43. Las células se 

sometieron a sonicación para extraer las capas celulares. en una solución amortiguadora con 

10 mM de Tris-HCL pH 7.4 más 0.1% de tritón X-lOO. Los ensayos de la actividad 

enzim:ítica se llevaron a cabo utilizando el sustrato p-:-nitrofenil fosfato (PNP) a una 

concentración de 8 mM Y como activador enzimático 2 mM de cloruro de magnesio 

(MgCh) en una solución amortiguadora con 10 mM de tris-HCl pH 9.8 e incubado a 37°C 

por 30 mino La reacción enzimática se detuvo adicionando 50 ¡..tL de 0.05 N de hidróxido de 

sodio (NaOH) y entonces, se hicieron las mediciones de la absorbancia a una longitud de 

onda de 405 nm. La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford44 

usando como control estándar albúmina sérica bovina (BSA); Los ensayos fueron por 

triplicado y se repitieron al menos tres veces. 
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Detección de OPN y BSP por Inmunofluorescencia 

Se utilizaron cultivos celulares a una densidad de 5xl02 en placas Lab-Tek de 8 pozos. Al 

término de cadatíempo experimental, las células se fijaron con 3.7% de formaldehido y se 

incubaron con el primer anticuerpo contra OPN (LF-123) Y BSP (LF-IOO) donado por el 

Dr. LarryFisher (NHI), para determinar la presencia de OPN y BSP. La concentración de 

los anticuerpos primarios fue de 1 :300 en un amortiguador salino de fosfatos (PBS), 

conteniendo 1 mg/ml de BSAe incubados toda la noche a 4°C. Los portaobjetos se lavaron 

con PBS frío por 10 mino e incubados con el segundo anticuerpo cabra antí-conejo IgG 

conjugado con FITG (3mglml, Sigma chemical Co., Sí, Louis, Mo.) durante 1 h. a 4°C 

diluido auna concentración de 1 :50 en PBS. Por último, los portaobjetos se lavaron con 

PBS más 0.1 % de trÍton X-20 y cubiertos con glicerol-PBS (1:9 v/v) conteniendo 20 mg/ml 

1 ,2,diazabiciclo (2,2,2) octano (DABCO). La inmunotinción se visualizó por 

inmunofluorescencia indirecta en un microscopio Axiophot, Carl Zeiss. El número de 

células que reaccionaron positivamente con el anticuerpo que reconoce a OPN y BSP fue 

determinado escogiendo cinco campos al azar con el objetivo 20x. Los resultados son 

expresados como media (n==5) ± error estándar de tres experimentos independientes. Los 

controles negativos fueron las células incubadas con suero pre-inmune de conejo o aquellos 

cultivos a los cuales no se les adicionó el primer anticuerpo. 

Análisis de OPN y BSP por medio de Inmunotransferencia 

Para determinar los niveles de proteínas asociadas al proceso de mineralización se ven 

afectados· al inhibir CP por el anticuerpo anti-CP, los cultivos experimentales fueron 

comparados contra los tratamientos con el anticuerpo normal de conejo. Las células fueron 

sembradas a una densidad de 5x1Q4 en platos de cultivo de 35 mm3 como se menciono 
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anteriormente. En cada tiempo (5, 7, 9,11, 13 Y 15 días) las células fueron recuperadas y 

resuspendidas en PBS frío y centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. Los botones celulares 

de ambos tratamientos, fueron lisados en amortiguador de lísis (lmM de EDTA (pH 8) 10 

mM Hepes, 50 mM NaCl, 0.05% 2-mercaptoetanol, 0.5% triton X-lOO, lmi\1: 

fenilmetilsulfónilfluoruro, 5 ¡"tM de leupeptina y 10 de MM aprotinina). Después de 

centrifugar el botón celular a 14000 rpm durante 10 mino a 4°C, los sobrenadantes fueron 

almacenados a. - 20DC. La concentración de proteínas se determinó de acuerdo al método 

de Bradford44
. y se utilizó albúmina sérica bovina como estándar. Para cada anticuerpo 

(GPNy BSP), las mismas cantidades de proteína (lO ¡"tg!línea) fueron cargadas en los geles 

de poliacrilamida-SDS al 12%. Las proteínas fueronelectroforétícamente transferidas sobre 

una membrana PVDF y posteriormente bloqueada con 5% de leche descremada más 0.1 % 

de Tween 20 en PBS pH 7;6 durante 1 h. Las membranas fueron incubadas con cada uno de 

los anticuerpos mencionados (anti-OPN y anti-BSP)a una concentración 1:300 por 1 h. a 

temperatura ambiente. Después de lavar, las membranas se incubaron con un anticuerpo 

cabra anti-conejo IgG conjugado a peroxidasa de rábano a una concentración 1: 1000 

durante 1 h., lavados con PBS y revelados con diaminobenzidina (DAB). La membrana fue 

capturada por un escáner y analizada con un programa de análisis y documentación de 

electroforesis EDAS 290, Kodak. El nivel relativo de cada proteína se detennínó midiendo 

la intensidad relativa integrada de todos los píxeles en cada banda de proteína, excluyendo 

el fondo local. Los resultados se expresan como porcentajes de la intensidad obtenida en los 

cultivoscontro 1. 
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Caracterización de tejido mineral depositado 

Para determinar el patrón de mineralización del tejido mineral generado por los cultivos 

celulares, se utilizaron técnicas de microscopia de alta resolución, tales como: microscopia 

de fuerza atómica (MF A), microscopia electrónica de barrido (MEB) y de transmisión 

(MET), ya que todas en su conjunto son complementarias. 

Microscopía de fuerza atómica 

Esta técnica se utilizó para determinar la acción de CP en la homogeneidad y morfología 

del mineral fomiado por las células del linaje cementoblástico. Se empleó un microscopio 

Park Scientific Instruments con autosonda en modalidad de contacto y modo constante de 

fuerza de5 nN. Las células fueron cultivadas a una densidad de 2x104 en placas Costar de 

24 pozos sobre un substrato de silicio y los cultivos se mantuvieron durante 5 y 15 días en 

medio DMEM suplementado con 10 % SFB, antibióticos (penicilina 100D/mI, 

estreptomicina 100 ¡.tg!ml y fungisona. 0.3 ¡.tg/mI), 10 mM defJ-glicerofosfato, 50 Ilg/ml de 

ácido ascórbico y 10-7 M de dexametasona. Los cultivos experimentales se incubaron con 5 

}lg!ml del anticuerpo antí-CP y los cultivos control con 5 Ilg!ml del anticuerpo normal de 

conejo, cambiándose el medio y el anticuerpo cada 76 h. Al término de este tiempo, los 

cultivos se lavaron con PBS, fijados in situ con etanol y secados al aire. 

MicroanáUsis de energía dispersiva electrónica con rayos X (EDS) 

La composición del tejido mineral .formado por las células del linaje cementoblástico 

cultivadas ·como se mencionó en el apartado anterior, a los 5 y 15 días, se analizaron 

utilizando un microscopio electrónico de barrido (SEM Leica-Cambridge 440) equipado 

con el aditamento Pentafet y la microsonda para el mícroanálisis de composición química 

con rayos X (EDS). Los análisis se llevaron a cabo a 20 KeV por 300segundos. 
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.Mieroscopíaelectrónica de transmisión 

Con el propó~ito de' determinar las características estructurales y cristalográficas de la fase 

mineral generada por las células, estas fueron cultivadas únicamente por 15 días como se 

mencionó anteriormente, sobre rejillas de cobre recubiertas con una delgada capa de carbón 

para deternlinar el patrón de difracción electrónica. Los patrones de difracción de los 

espaciosinterplanares-D·fueron calibrados contra aquellos obtenidos con el estándar de oro 

en idénticas condiciones de difracción para la hidroxiapatita. La fase mineral fue analizada 

con un METJeoll00 ex a 100 KeV. La información nos permitió determinar las etapas de 

madura.ción de los cristales de hidroxiapatita ysu arreglo espaciaL 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de los ensayos de proliferación y viabilidad celular fueron evaluados 

por análisis de varianza. Para los demás ensayos se llevó a cabo un análisis de t de .student 

usando un programa de estadística Sigma Stat versión 2.0 (lande! Scientific). 
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Resultados 

Ensayo de proliferación y de viabilidad celular 

Para determinar si el anticuerpo normal de conejo y el anticuerpo anti-CP alteran a las 

células derivadas del cementoblastoma; el índice de proliferación fue analizado durante un 

periodo de 10 días. Corno se observa en la figura 1 (A), no existe una diferencia 

estadísticamente significativa· entre los tratamientos con el anticuerpo normal de conejo, el 

anticuerpo anti-CP y el control tratado solo con 10 % de SFB. 

Por otro lado, el anticuerpo anti.:CP no afectó la viabilidad celular basado en la actividad de 

oxidación delMTTpor la enzima deshidrogenasaen las células del cementoblastoma 

comenzando en el día 3 y continuando hasta el día 10 sin mostrar cambios estadísticos. 

significativos entre el anticuerpo normal de conejo, con respecto al medio control que solo 

presenta 10% de SFB, 10 cual se ilustra en la Figura lB. La dosis utilizada de los 

anticuerpos fue similar a los estudios realizados in vitro por Shakibaei45
. 
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Figura 1. (a) Ensayos de proliferación y viabilidad celular de las células derivadas del 

cementoblastoma tratadas con el anticuerpo normal de conejo (.), con el anticuerpo anti-

CP (.), arribos anticuerpos a una concentración de 5 Ilg/ml. La concentración de 10% de 

SFB fue usada como medio control (+). (b) actividad de oxidación. 
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Ensayo de la actividad de la fosfatasa alcalina 

La fosfatasa alcalina (ALP) se determinó. en los diferentes tiempos de cultivo celular al 

medir su actividadenzimática en la capa celular. Dicha actividad se registró en los primeras 

días, sin ninguna diferencíaestadística entre los tratamientos a los 3, 5 Y 7 días. Por otro 

lado, la.actividad de la ALP muestra una disminución en su actividad del 40%·(p< 0.005), 

44% (p<0.00l), 49% (p<0.1) y 45% (p<0.02) con respecto a los cultivos tratados con el 

anticuerpo normal de conejo a los 9, 11, 13, Y 15 días de cultivo. Estos resultados muestran 

que la actividad enzimática de ALP se ve inhibida durante los estados iniciales de la 

mineralización, como se indica en la figura 2 .. 

Diascn Cultivo 

. Figura 2. Ensayo de la actividad de la fosfatasa alcalina de los cultivos control (O) tratados 

con 5 J!g/ml del anticuerpo normal de conejo y los cultivos experimentales (-) tratado con 

5 ¡.tglml del anticuerpo anti-CP. Los asteriscos indican las diferencias estadísticas entre los , 

tratamientos ap<0.05. 
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Detección de OPN y BSP por Ihrtüirlofltioréscehcia 

La presencia de osteopontina identificada por el anticuerpo especifico contra OPN (LF.., 

123) por medio inmunofluorescencia reveló que el porcentaje de células positivas a OPN 

fue más bajo.en los cultivo.s experimentales por 87, 83,69 Y 52 % a los 5, 7, 9 Y 11 días de 

cultivo Cuando se compararon con el número de células positivas a OPN en los. cultivos 

control comose observa en la figura 3A y en la tabla 1 (verapéndice)~ Sinembargo~ a los 

13 y 15 días, los porcentajes de células. positivas a üPN en los cultivos experimentales 

fueron simÍlates a los porcentajes de células positivas observados en los cultivos controL 

El análísispor inmunotluorescencia de las células positivas a sialoproteína ósea utilizando 

elanticuerpoLF-100 especifico contra BSP, disminuyó en los cultivos experimentales 

confhrinetranscurrieron los tiempos de cultivo celular, á diferencia de los cultivos control, 

donde, se observó un aumento gradual en las células positivas para esta proteína. La 

disminución del porcentaje de células positivas para BSP fue de 82, 51, 60, 80, 83 y 87% 

con respecto a las células positivas en los cultivos control a los 5, 7, 9, 11, 13 y 15 días 

como se observa en la figura 3B y en la tabla 11 (ver apéndice). 
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l\1icroscopía de fuerza atómica 

Las· imágenes de microscopia de fuerza atómica, muestran una secuencia de disposición 

morfológica en tres dimensiones del tejido mineral depositado por los cultivos celulares. 

Las características del tejido mineral depositado a los 5 días en los cultivos control 

incubados con el anticuerpo normal de conejo, se observa como una acumulación de granos 

con tamaños de 1.5 - 0.30flm, 10 que favorece la formación de placas cristalinas con un 

patrón tipo laminar. Estas placas individuales tienen una longitud de 0.36flm y un ancho de 

OJ8flm, la cual, representa una estructura cristalina anisotrópica de 2:1 (l/w) (Fig. 5 A). A 

una mayor resolución, estas placas cristalinas se observan como estructuras en forma de 

agujas con una orientación preferencial y con una altura de 6 Á (Fig. 5 E). 

El tejido mineral depositado por los cultivos experimentales tratados con el anticuerpo anti­

CP a los 5 días de cultivo, muestra una morfología granular que conlleva a la formación de 

aglomerados cristalinos con un tamaño de 1.3 O.25)lm(Fig .. 5 B) y en una mayor 

resolución a observar la formación esférica de dichos aglomerados (Fig. 5F). 

El mineral depositado en los cultivos control a los 15 días de cultivo se observa como 

estructuras tipo placa bien organizada y orientada con longitud de 20)lffi y una anchura de 

1.6flm, representando una razón anisotrópica de 12.5 (l/w), con tamaños de partícula de2.6 

- 0.9)lm ya mayor resolución, cristales en forma de aguja característico de la hidroxiapatita 

. (Fig. 5 C y G). Por ultimo, en los cultivos experimentales a los 15 días de cultivo, el tejido 

minerales depositado a manera de aglomerados con similitud a los observados en los 

cultivos de 5 días, con una morfología esférica bien definida, sin una organización para 

formar estructuras tipo laminar. Sin embargo, los aglomerados presentan un tamaño de 

partícula más grande ~ 1 flm (Fig. 5 D Y H). 
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Figura 5. Morfología del tejido mineral depositado por los cultivos celulares a los 5 y 15 

días de cultivo. Las imágenes (A yC) son representativas del mineral fonnado con un 

arreglo laminar y las imágenes (E y G) son representativas del mineral fonnado a manera 

de agujas a mayor aumento por los cultivos control incubados con 5Jlglml del anticuerpo 

normal de conejo. Las imágenes (B y D) representan el mineral formado con morfología 

esférica sin organización. Las imágenes (F y. H) son representativas del patrón globular a 

mayor aumento del mineral depositado por los cultivos experimentales tratados con 5Jlg/ml 

del anticuerpo anti -CP. 
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1\-ticroanálisis de energía dispersiva electrónica con rayos X (EDS) 

La composición y la razón CaJP del mineral depositado in vitro por las células derivadas 

del cementoblastoma humano, fueron analizadas a los 5 y 15 días de cultivo por 

microanálisis de energía dispersiva con rayos X. Los cultivos control a los 5 días mostraron 

un porcentaje atómico de 56.1% para el calcio (Ca) y 38.7% para el fósforo (P) 

respectivamente (Fig. 6C). Otros elementos como potasio (2.5%) y Mg (2.4%) estuvieron 

presentes en la composición global del tejido. La razón CaJP de 1.45 corresponde con los 

valores de la hidroxiapatita biológica. 

Los cultivos experimentales a los. 5 días muestran una disminución en los picos de energía 

para el Ca y P con porcentajes atómicos de 29.9% y 58.5% respectivamente. Los demás 

elementos como el K y el Mg no fueron detectados en el espectro. El valor de la razón CaIP 

fue de 0.50 (Fig. 6A). A los 15 días los cultivos control exhiben un porcentaje atómico de 

55.4% para el Ca y 34.4% para el P. Los iones potasio y magnesio también estuvieron 

presentes en el tejido depositado con porcentajes atómicos de 6.1 % y 3.8%. La razón CaIP 

fue de 1.61 (Fig. 6D). 

Por ultimo, los cultivos experimentales a los 15 días mostraron los siguientes porcentajes 

atómicos: 38.5% para el calcio, 48.3% para el fósforo, 2.0% para el magnesio y 4.5% para 

el potasio y el valor de la razón Ca/P para los 15 días de cultivo experimental fue de 0.79 

(Fig.6B). 

El microanálisis de energía dispersiva con rayos X detennina los valores composicionales 

de la hidroxiapatita biológica, aunque los espectros de EDS de las muestras control 

muestran mejor definición en los picos de energía cuando se comparan con los cultivos 

experimentales, esto nos indica una mayor densidad de cristales en los cultivos control que 

en los cultivos experimentales (Fig.6). 
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Figura 6. Espectros emitidos por el microanálisis de energía dispersiva con rayos X del 

tejido mineral depositado por los cementoblastos putativos in vitro. Cultivos 

experimentales a los 5 (A) Y 15 (B) días muestran picos débiles para calcio (Ca) y fósforo 

(P)..Cultivos control muestran picos prominentes de Ca y P a los 5 y 15 días de cultivo. 
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Patrones de difracción electrónica 

El análisis del mineral depositado únicamente a los 15 días de cultivo tanto en los cultivos 

control como experimental indican que las muestras son policristalinas por lo que se 

revelan como patrones de anillos concéntricos. El valor de los anillos es de 2.34Á y2.98 A 

que corresponde con los espacios interplanares-D para la hidroxiapatita (2.29 A y 3.08 A). 

El semi-anillo interior muestra un claro crecimiento preferencial de los cristales de 

hidroxiapatita (Fig. 7 A Y B). 

Figura 7. Patrón de difracción electrónica obtenido del tejido mineral depositado por las 

células derivadas del cementoblastoma a los 15 días de cultivo para el control (A) y 

experimental (B). Nótese que son anillos que indican que el material es policristalino y 

además, los semÍ-anillos nos informan que existe una dirección preferencial de crecimiento 

en los cristales de hidroxiapatita. 
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Microscopia electrónica de alta resoluciÓn (HRTEM) 

Al examinar la cristalinídad de las muestras por HRTEM, se observa que ambos cultivos 

celulares a los 15 dí'!.s revelan una formación de cristales de hidroxiapatita homogéneos y 

con una orient'!.ción preferencial. Por otro lado, la densidad de cristales de hidroxiapatita es 

. más grande y homogénea en los cultivos control, como se observa en las imágenes de alta 

resolución, con valores que corresponden a sus distancias interatómicas de 7.1 A que es 

debido al plano de difracción (hk 1: 1 O O), 3.8 A (h k 1: 1 1 1) Y 3.1 A (h k 1: 2 1 O) . 

. Revelando que en los cultivos experimentales los cristales son más pequeños y con un 

crecimiento amortiguado, con valores en sus distancias interatómicas de: 2.27 A (h k 1: 2 1 

2),2042 A (h k 1: 3 O 1) Y 3.53 A (h k 1: 2 O 1). Los patrones obtenidos se compararon con 

los estándares de la hidroxiapatita: JCPDS N° de archivo 9..,43246
• 

Figura 8. Alta resolución de los cristales de hidroxiapatitaa los 15 días de cultivo. Los 

cultivos control (A) muestran un crecimiento homogéneo y preferencial de los cristales. 

Los cultivos experimentales presentan un crecimiento no homogéneo con cristales más 

pequeños (B). La barra en A = 1.7 nm yen B = lA nm 
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Microscopía electrónica de barrido (S't;:M) 

El análisis de los cultivos control a los 5 días de cultivo revela áreas mineralizadas 

constituidas por aglomerados y estructuras tipo aguja (Fig. 9C), confirmando los análisis de 

difracción electrónica y las imágenes obtenidas por microscopia de fuerza atómica. A los 

15 días de cultivo, los cultivos control muestran estructuras formadas a manera de placas 

(Fig. 9D) Y los cultivos experimentales a los 5 y 15 días de cultivo se observan 

aglomerados con formas esféricas de tamaños homogéneos (Fig. 9 Ay B); 

Figura 9. Imágenes de microscopia electronica de barrido (SEM) donde se observa la 

morfología del· tejido mineral depositado a manera de aglomerados y estructuras tipo aguja 

a los 5 (A) Y 15 (B) días de los cultivos control. Los cultivos experimentales a los 5 (e) y 

15 (D) días muestran aglomerados en forma esférica y de tamaño homogéneo. Barra = 30 

¡..tm. 
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Discusión 

Los resultados, indican que la inhibición de CP por la presencia del anticuerpo anti-CP en 

los cultivos experimentales, puede afectar la actividad de ALP, los niveles de las proteínas 

OPN y BSP, así comO la cantidad ycalidad del mineral depositado, sin interferir con la 

proliferación y viabilídad celular que fue de más del 90% para todos los tratamientos. 

Actividad de la fosfatasaalcalina 

La fosfatasa alcalina juega un papel importante en la mineralización al regular las 

concentraciones extracelulares de fosfatos por catalizar la hidrólisis de compuestos de 

ésteres de fosfatos y su actividad ha sido asociada con las primeras fases del proceso de 

mineralización, aunque su papel durante la mineralización no esta completamente 

entendida47
, 48, 49. La actividad de ALP, puede propicias las condiciones para iniciar la 

mineralización por incrementar las concentraciones locales de fosfatos y una vez que se ha 

completado la deposición del mineral esta tiende a disminuir; por ende, el progreso de la 

mineralización de la matriz extracelular es asociado con la retención de la actividad de 

ALp50,51. 

Los cultivos experimentales revelaron una disminución del 49% en la actividad de ALP a 

los 9-15 días, sugiriendo que la ausencia de CP, inhibe parcialmente las fases primarias y 

~ardías de la mineralización en los cultivos experimentales. Estos resultados confirman 

nuestros datos previos, lo cual apunta a la capacidad de CP en promover la mineralización 

en células mesenquimatosas no diferenciadas41 y en incrementar la actividad de ALP en la 

línea derivada delcementoblastoma34
• 
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Análisis de OPN y BSP 

Las principales fosfoproteínas sintetizadas por los cementoblastos son OPN y BSp52. 

Dichas moléculas han recibido substancial atención como reguladores potenciales de la 

nucleé'.ción y crecimiento de los cristales de hidroxiapatita53, 54, Aunque, los mecanismos 

por los cuales la mineralización es llevada a cabo no esta bien entendida, Diversos autores 

sugieren que las fosfoproteínas, junto con el ordenamiento de las fibras de colágena tipo 1 

podrían llevar a cabo la nucleación de los cristales de hidroxiapatita,5, 56, 

Los resultados de este estudio revelaron una disminución de la proteína OPN durante las 

primeras fases del cultivo experimental, como se observa en los ensayos de 

inmunofluorescencia e inmunotranferencias, lo cual afectó la calidad del mineral 

depositado en los .cultivos celulares, como se observó en las imágenes obtenidas por MF A, 

SEMy HRTEM. 

La asociación entre la disminución de la proteína OPN y la morfología del mineral, está 

fundamentada por diversos estudios que reportan que OPN esta asociada a los estadios 

tempranos de mineralización del cemento radicular, donde se indica un papel para OPN en 

regular el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita57
, 58, 

OPN tiene la habilidad de unirse y potencialmente orientar significativas cantidades de 

calcio, lo que sugiere que puede funcionar como un promotor de la calcificacion59
, 60, Sin 

embargo, OPN se maneja como una proteína multifuncional debido a que los estudios 

realizados en solución de fosfatos de calcio in vitro y libre de células, reportan que OPN 

puede inhibir la formación y crecimiento de la apatita, Aunque dicho cristal al ser analizado 

por difracción de rayos X, mostró ser un cristal de hidroxiapatita pobre y análogo al cristal 

del mineral oseo60
• 
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La función de OPN en la formacióri del tejido mineral y en la probable inhibición del 

crecimiento del cristal durante el proceso de mineralización in vitro no puede ser atribuida a 

la sola presencia de OPN, sin considerar, el posible papel de ALP sobre la desfosforilación 

de esta proteína. 

En la literatura se maneja que la desfosforilación de OPN es requerida para su efecto 

inhibitorio en un sistema in vivo, porque al adicionar OPN fosforilada en matrices 

mineralizadas, se observó que no tiene efecto alguno en la formación y crecimiento del 

cristal de hidroxiapatita, indicando la importancia de los residuos de fosfato en su función y 

explicando en parte porque diferentes OPNs de diferentes tejidos presentan diversos efectos 

sobre la formación del mineral y su crecimient061
, Por tal motivo, que residuos son 

fosforilados y cuales dominios son requeridos para que actúen como un inhibidor y/o como 

regulador del crecimiento del cristal, permanecen como preguntas abiertas. 

Es claro que la ausencia de CP podría afectar en alguna manera el inicio y el progreso de la 

matriz mineralizada en el tejido de cemento. Esto sugiere que CP podría regular los estados 

iniciales de la míneralízación de cemento por influenciar la disponibilidad de. OPN durante 

el crecimiento y la maduración del cristal. 

BSP es otra fosfoproteína importante de la matriz mineralizada del cemento radicular y esta 

asociada con los primeros agregados minerales, actuando como un potente nuc1eador para 

la hidroxiapatitaen sistemas in vivo e in vitro62
, 63, 64, 

Los datos obtenidos, sugieren que BSP fue parcialmente disminuida durante el periodo 

experimental, que corresponde a los estadios medio y tardíos del proceso de mÍneralización, 

como se observa en las imágenes de inmunofluorescencia e inmunotransferencias. Así, el 

proceso de nuc1eación del mineral fue afectado en los cultivos experimentales, explicando 

los agregados globulares en el mineral y la no-formación de estructuras laminares como se 
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observó al detenninar la homogeneidad y morfología del mineral de hidroxiapatita, por la 

microscopia de fuerza. atómica y de barrido. 

Hay que considerar que las proteínas que se unen a la hidroxiapatita pueden afectar la 

mineralización en diversas vías, tales como: 1) estabilizar el núcleo del cristal y actuar 

.como nuc1eadores externos/epitaxiales, negando la demanda de energía del proceso de 

nucleación y facilitando el crecimiento del cristal, como en el caso de BSP; y 2} pueden 

unirse a una cara en particular del cristal, previniendo el crecimiento de esta cara y por ello 

cambiando. la fonna del cristal y/o aislar el cristal entero previniendo su crecimiento y 

proliferación de forma similar a como 10 seria en el caso de OPN. Por esto,parece 

razonable considerar que la acción combinada de BSP y OPN en los focos de calcificación 

temprana, detenninan en parte ,el subsiguiente patrón espacial y temporal de 

mineralización del cemento radicular. 

Microanálisis y patrón de mineralización 

Los datos de composición del tejido mineral depositado por los cultivos experimentales a 

los 5 y 15 días revelan que la falta de CP afecta la composición iónicadel tejido mineral 

con respecto a su contenido de Caz
+, P, K Y Mgz

+. Esta suposición se basa en las reducidas 

razones Ca/P cuando se compara con los cultivos controles, lo que da a entender que al 

inhibir CP por el anticuerpo anti-CP, este retarda la salida de calcio y con ello la generación 

del mineral, ya que los cultivos experimentales presentan un bajo valor de Caz
+. Aunque los 

. patrones de difracción electrónica a manera de dobles anillos concéntricos nos indican que 

.en ambos cultivos celulares a los 15 días el material fonnado es hidroxiapatita. Estos 

resultados podrían estar relacionados a la disminución de las proteínas OPN, BSP y a la 

disminución en la actividad de ALP, explicando la presencia de los agregados globulares en 
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En los cultivos experimentales esta correlación se vio afectada, ya que la fase mineral es 

más delgada y al parecer, la ausencia de CP impide un arreglo organizado, manteniendo 

una apariencia globular. Esto podría ocurrir dentro de una matriz que pierde la orientación 

de las fibras de colágena por el efecto en la disminución de la actividad de ALP; por la 

disminución de la proteína BSP que no afecta la habilidad de la pequeña proporción de 

proteína BSP para promover la formación inicial de agregados cristalinos de forma esférica 

y con una distribución al azar, que puede ser atribuida a la disminución de OPN, ya que 

esta proteína es necesaria para inhibir el crecimiento erróneo de los cristales de 

hidroxiapatita. 

Descubrimientos recientes sugieren que las capas en el cemento dental humano pueden 

estar relacionadas a la orientación de los cristales de hidroxiapatita71
, 72, 73. 

Los estudios de los cristales de hidroxiapatita -por las diferentes técnicas de microscopía 

apoyan esta idea, ya que 10$ cultivos control a los 15 días indicaron que la celda unitaria de 

'la hidroxiapatita tiene un arreglo preferencial, reflejándose en la formación de mineral a 

manera de láminas, mientras que los crístales de hidroxiapatita en los cultivos 

experímentales -a los 15 días- presentan alteraciones en su arreglo espacial, lo cual se 

reflejó en su morfología del tipo globular. La razón de este efecto no es clara, pero· estos 

datos en conjunto suponen que CP puede ser clave en la maduración y morfología del tejido 

mineral depositado por las células al afectar las funciones y disponibilidad de ALP, OPN Y 

• BSP, así como la salida de ca1ci074
; originando las diferencias morfológicas encontradas en 

la composición y oríentación de los crístales de hidroxíapatita. 
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Conclusiones 

A partir de nuestros resultados podernos concluir que: 

1) La proteína de adhesión derivada de cemento es un factor importante que regula y 

participa, en el proceso de la cementogenesis in vitro. 

2)CP está correlacionada a la actividad de ALP, OPN Y BSP. 

3) Los microanálisis por EDS, las imágenes de alta resolución por HRTEM y las imágenes 

de SEM y MF A permitieron caracterizar, medir y evaluar los cambios morfológicos del 

mineral depositado por los cultivos celulares. 

4) CPestá asociada al crecimiento del cristal, así corno a las características de composición 

yrnorfológicas del mineral depositado durante el proceso de mineralización in vitro. 

5) Nue.stras observaciones y los datos experimentales combinados, sugieren que CP 

participa en el proceso de biomineralización del cemento radicular. consecuencia, es 

cIaroque esta investigación propone realizar más estudios para determinar de forma 

concluyenlecual es el papel biológico de CP en el desarrollo de la mineralización por 

medio de las célulascementoblásticas. 
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Apéndice A (Tablas) 

Tabla - 1 

Expresión de OPN en los cultivos de las células derivadas del cementoblastoma tratados 

con 5 ftglmI del anticuerpo anti-CP. 

·1 Días Cultivo controla. el I Cultivo I %c 
¡ Expenmentalb, d 

5 ' 55.4± 1.14* 7.2 ± 0.83 13;0 
7 62.8± 2.16* 1OA.± 1.34 16.6 
9 65.2 ± 2.16* ¡ 20.2± 1.30 13;1.0 I 
11 66.2± 1.30* I 31.2± 2.58 . 47.2 
n· 70.8 ± 2.16* 67.4.± 1,14 95.2 -_. 

15 71.6 ±L81 169.6 ± 1.14 97.3 ._-

aCultivos celulares tratado con·5ftg/ml de la fracciónIgG de conejo. 

bCultívos celulares tratado con 5ftg/m1 del anticuerpo anti-CP. 

cPorcentajesde las células positivas en los cultivos experimentales comparadas con los 

cultivos control. 

<lpromedio ± error estándar de tres experimentos 

*p < 0.001 (Prueba de t de student) 
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Tabla II 

Expresión de BSP en 1.OS cu1tiv.Os de las células derivadas del cementoblast.Oma tratad.Os c.On 

5]J..glm1 del anticuerp.O anti-CP. 

¡Días ( Cultiv.Oc.Ontr.01a
,d Cultiv.O %C I 

I Experimentalb, d 

5 ! 47.4 ± 2.40* 8.40 ± 0.89 17.8 
7 1 54.2 ± 1.48* 26.4± 2.07 48.8 

Ih 
' 55.2 ± 1.09* í 22.0 ± 1,58 39.8 
¡ 68.8±0.83: 13.4 ± 1.14 /19.5 

12.4 ± 1.:34 16.7 76.4± 1.14 
·L..;ll;;.;:..5 ___ ---,_--l1L..;7...:..9~. 8~±_..:.1...:..A:..;;.8_* __ --.J1-.:;.9..:...;,.8:.-±L..;1"-'-.. 6"'-4_---:--_.;.Ji~1=2 . ...:..3_~ __ __'__ J 

aCultiv.O celular tratad.O c.On 5 ]J..glml de la fracción IgG de c.Onej.O. 

bCultiv.Ocelulartratad.Oc.On 5]J..glrnl del anticuerp.O anti-CP. 

CP.Orcentajes de. las células p.Ositivas en l.Os cultiv.Os experimentales c.Omparadas c.On l.Os 

cultiv.Os contr.OL 

dpr.Omedi.O ± err.Or estándar de tres experiment.Os 

*p < 0.001 (Prueba de t de student) 
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Abstraet 

The effect of hüman anti-cementQblastoma-derived protein antibody during cementogenesís in vítro was ínvestigated qy using 
human cementoblastoma-derived cells.Culturestreatedwith 5,.l.g/m1 of CP antibódy fmm day 1 to day 15 revealed a significant 
decrease inalka1ine phosphatase activity(ALP) 40%(P < 0.005), 44%(P < O.00I),49%(p <0.1), and 45,%(P < 0.02) at 9, 11, 13, 
and 15 d~ys. respectively, Imtrninoexpressíoll of osteopontin revealed !hat in culturestreated with antH':P antibody, the positive 
number of cementoblastomacells was' reduced by 83, 69, and 52% at 5, 7,' 9,and 11 ciays, respectívely. Bonesialoprotein im­
l1lunoexpression1lhowed adecreasein positive cells of 82, 51, 60; 80, 83, and 87% at 5, 7, 9, 11, 13,and 15 days, respectively, as 
• compared tocoIl;tmIs.The CalP ratioof the mineral-like tissuedepositedin vitro bycementoblastoma cells revea1ed. thatcontml 
oultúreshitd aCalPratío of L45.and 1:61 at 5 and 15 days, whereas experimenta1.cultures revealedat::;alPratío of0.50 and 0,79 at 5 
and 15days, respectively,Electron diffractíon patternsshowed ¡nner double rings representing D-spacin,g that were co.nsistent with 
those of hydroxyapatite in both control and experimental cultures. Examination.of the crysfallinity. wi~h hígh res.olution trans~ 
míssion electron microscopyshowedhomogeneousand preferential spatial arrangement ofhydroxyapatite.crystallites·in control and 
experimental culturesat 15 Atorfiic force microscopy images .of control culture.s at 5 and 15 days revealed srnall granular 
partides and agglomeratíon that favored the formation of crystalline plaques \vith a lame]]arclike pattern of the mineral-like 
tíssue. Experimental cultures at ~ andl5daysshowed Hny and homogeneous granularmorphology. Theagglomerates maintaíned 
s¡:¡hedcal morphologyWithout 0rgar¡ízation of needle-like crystals to form plaque-Iike stru.ctures. Based 0:0 these findings,· itis 
hypotpesized thatcemen(oblastqma-deríved protein may be associatedtocrystal growth, compositionalarid morphologícalfeatúres 
during the mine~alization process ofcementum invitro. 
© 2003ScÍence (USA).' AH rights reserved. 

KeywqÍ'ds: CeJUerltl.lIn: Cementoblastoma-derived protein; Bone sialoprotein; Hydroxyapatite; Mineralization; Osteopontin 

L Introduction 

Cementum is a uniqlJe avascular mineralized con­
nective tissue that stlrrolJnds the root dentine .and pro­
vides the interface through. which the root surface i8 
ancho red to tb,e coUagen Sharpey's fibers of the peri­
odontalligament.Cément~ m~trix consists of colla gen 
types 1 and IlI, fibronectin,' osteopontin (OPN), bone 

'CprreSponding authOT .. Fax: +52(55)56225563, 
E-mail add¡iess:·harzate@serviddr.unan¡.mx (H. Arzate), 

sialoprotein (BSP) (Bosshardt et a1.,1998; N'anci, 1999), 
and osteoca1cin (O eN) (D'Errico et aL, 2000; Kagay­
ama et al., 1997; MacNeil eta1., 1998). 

OPN and BSP have been implícated in mineral de­
position and ce1l- and matrix-matrix interactions 
(Boskey, 1995). 'Ihese proteim; havy been prop0sed to be 
potemial regulators of the hydroxyapatite crystal nu­
cleation and/or growth. OPN has a poly-Asp and BSP 
two polycGlu do'mains, whose repetitive sequencesare 
known to bindcalcium to mineral surfaces. OPN. is a 
highlyphosphorylated and sulfated sia1oproteinwithan: 

1047-8477/S - see front matter© 2003 Elsevier Science (USA). Al! rights reserved. 
doi: 10.10 16/51047-8477(03)00r J 6-3 
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RGD mouf attachment that recognizes thevitronectin 
type oí the integrin receptor. Periodontium cells in close 
contact with acellular cementum and cellular cem~ntum; 
express OPN as well as cerJ}entocytes (Bronckers eta.!., 
1994). 

BSP is also an RGD-containing sialoprotein \\Iith cell 
attachmentproperties (Oldberg et aL, 1988). It hasbeen 
suggested that it is involved in controlling the formation 
and resorption of minera.!ized tissues as well as in the 
hucleation of hydroxyapatite crystals at theminetaliZing 
front of bone (Chen eta.!., 1992a). BSP is believed to 
playa critical regulatory role during the process Qf: ce­
mentogenesis and this molecule might be involved in~he 
processes of precementoblast chemoattraction,ad~e .. 
sion, and differentiation (MacNeil et aL, 1995). 

Recent studies suggestthat cementum may contain 
unique molecules that are specific for tbis tissue (Me­
Allister et al., 1990). The cementumattachment pro~ih 
(CAP) has been characterized as a collagenol¡.s protein 
with an Mr of 56000 (\VU el al., 1996), and !ts Íocation 
appears to be restricted 10 ccmcntum (Arzateet al., 
1992). This molecule has been shown to promote' arl­
hes ion and spreading of mesench:ymal cell types (Olson 
et aL, 1991),and alkaline phosphatase expressionand 
minera1ization in urídifferentiate<;1 mesenchymalcdls 
(Nzateet aL, 1996),. CAP protndtes sdectively the .at­
tach.ment of mineralized tissue fórming periodontjlim 
lineages(Pitaru et al., 1995), serves as a ma.rker for 
putativecementoblastic progenito.fs· of the adult llunián 
periodontalligament {Bar-Kana etal., 1999; Liu et aL, 
1997), and affects the differentiation of these progel1itors 
,in "\litro (Saitoet aL, 2001). . , 

Recently,> we isolated andcharacterized a human 
. cementoblastoma-derived ceIl 'line tbat exptesses tb:e 

oementum phenotype. The physical, morphologicalaild 
¿hemÍcalfeatures. of the cementum~like tissue deposited 
by these cells appeared to be difierent from the mineral, 
like tissu.e deposited by human osteoblasticcellsln vi; 
tro, and is similar to human cellul~r cementum (Arzate 

. et al., 1998, 2000). Tbis cell Hne produces a cementum 
'protein speci¡,:s of 56kDathat has been pUrlfied frorn its 
conditioned media. The cementoblastoma-derived pro- , 
t<1ín (CP) promotes attachment on human gingivalfi: 
broblasts, human periodontaI Iigame!1t cells,' .and 
alveolar bone-derived cells in a dose-dependent mannec 
CP has also been postulatedtobe. relatedto. CAP since 
amonooonal antibodyagaínst bbvine CAPcrO~s;.,re­
acted with immunopurifiedCP as a 70kDa specÍes 
(Arzate et al., 2002). A .polyc16nal antibody' raised 
against CPrevealed that CP is widely distnbuted 
throughout cementum andis able to identifyputatl:ve 
cementob:¡astic populations both in vivo and ínvitro 
(ArzateetaL, 20ú2).Thus, the antíbody raised against 
Cl' couldserve as an in vitro modeltostudythe mm'­
eralization process in this characterizedcementoblastic 
cell line. 

2 •. Ml;ltedals and methods 

. Rabbit polyclonal antiserum to humanOPN(LF-
123),and human BSP (LF-lOO) were kindly donated by 
Dr. LarryFisher from NIH. 

2.1. Antibody preparation 

CP;s partiaI purificatían was performed as described 
by McAllister et al. (1990). Three liters of conditioning 
medía obtained from human cementoblastoma-derived 
ceHl3wcr~dialyzed against PBS and lyophilized, then re­
constítutedin PBS and loaded into a DEAE-celluIose 
ccll~rp.n.'I'he 0.5 M NaCl fractíon was loaded on SDS-,­
f' AGEgel and the C:t:;' band with an M r of 56000 was 
ex:d~ed from the gel.' Gelslices were electroeluted in 
5O'1llMNHI.HC03 containing 0.1% SDS. SDS was re­
moved by extracting with acetone at -20°C and lyophi­
lized,.: New Zealand rabbits were immunizcd tbrough 
suhclltaneous (s.c.) injections with a 5- Ilg dose of CP 
ínixed\Vith A1(OH), (v/v), inthe musc1e ofthe right hind 
legevel'Y two weeks for two months{Dunbar anrl 
Sch'vfoebel, 1990). Seven d ays after the last immunizatíon, 
therabbits were bled, sera pooled,and frozen .. Antibody 
pr()<;luc#()n was nlonitored by ELISA and Western blot. 
AntiseDlm was purified throughprotein A~Sepharose 
chr~)):n<ltography, Antibodies. bound to Protein· Awere 
washed withPBS and eluted witha solutionof 0.2 M 
glycine-'HCl, pH 2.6, Eiutedantibodies were immediately 
neutnllizedwitb 10x PBS, anddialyzed againstPBS. The 
specifidty of theanti-CP antibody 'Nas tested by Ílnmu­
ndblotting. andimmunpstaining' as describedprevióusly 
in detail(Arzate et aL,2002). The antibodyfraetion wiUbe 
refeiiedtoas anti-CP antibody. 

2.2. .Cell culture and an.ti-CP treatm~nt 

Cellcultures wete derIved from a human cemento­
bIastoma, aneoplasm accepted as being essentially ce­
mentogeruc by the W orld Health Organization (Kramer 
et .al.,·1992), through the conventlonal expIant tech­
niqUe; 'ceUs were.eharacterized as· prevlousIy described 
(Afz~te et al., 1998, 2000). Cementoblastomá .cellswere 
cultuied in 75cm2 cell culture flasks containíng DMEM, 
supplemented with 10% FBS and antibíoticsblution 
(IOO ~ig!Q11 streptomycir¡. and 100 U/mI penicillin, Sigma 
Chernical). The. cells wert¡ incubated in a 1'00% humidi­
fiedenvironment at 3rC in a 95%airand 5%C02 

atul.Osphere.H umancemento blastoma-derived ceUs at 
the;s~ondpassage were used fol' all theexperimental 
proce<;1ures. 

2.3; Proliferation assay 

To determine whether IgG or anti-CP antibodies af­
fected célL proliferation, human cementoblastoma-de-
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rived cells were plated at 2 x104.iri.~{'¡,48 
plates ,andincubatedovernight ínlO%F .. '.". 
lowingday,designa'ted as dayO, themediuín was 
changedandcultlJres were treated wíth. 10% FBS plus 

. al'lti~CP antibody (5¡ig/rnl). ControlcuItures were trea-
ted witha normal.rabbít IgGantibody (5 ¡ig/ml). Me­
diumanci· áptibodies Were changed 'everyother day. 
Cells wereharvestedbytrypsiriization (0.05% trypsin 

'aI1d 0.02%EDIA)and countedin a model ZBI Coulter 
.' Counter . (O;mher Etectronics, Rialeah, FL). CeIl num­

bers wereassessed atdays T, 3, 5, andJO. Experiments 
were perfbrmed in triplicate and repeated twice. 

2.4. Cellviability assay 

Cementoblasto¡:na-derived c.ells viability in the pres­
enceof anti-CPantibodies wasdetermined through the 
MTTassay;Trus assay is basedon the abilíty of mito­
chonddal dehydrogenases tb oxidizethiazolyl blue 
(MT1), a teha:zolium salt{3-[4,5-dimethylthiazo1yl-2-y]-
2,5-diphenyltetnizoli1;l.mbromide), to an insoluble blue 
formazan producLCells wereplatedat 1 x 104 into a 
96-wellplateby triplicate and incubated for 1, .3, 5, and 
1 Odays.After eacn term, cells were iricubated with MTT 
(120mglml)at37°.c for 3h. Afterthesupernatant was 
removed, 0.04 M Helín iSQpropanol was added to eaéh 
wellal1d th~ opticaldensÍtyofthe solution Was read at 
570 nm in an en~yme-línlced immunoassay (ELISA) plate 
reáder.Sincegeneration cif the blue product is propor­
tional to the dehydrogenase activíty, a decrease in ab­
sorbance at 570 nm provides a airect measurement of the 
number ofviable cells. Experimental cultures were trea­
ted with 5 J.lglm1 of antÍ,.CP aÍltibody. Contro1s were 
treated with 5!:LglmlofIgG antibody. Experiments were 
perfotl:nedintriplicate and repeated separately' twice. 

To testthe effect'ofantl"CP antibodies on the mineral 
tissue formationtllUman cementoblastoma-derivedcells 
were cultured for5, 7,9, 11, 13, and 15 days inDMEM 
supplernented as described above.lmmedíately after 
plating tbecellsandevery other day,.experimental cul­
tures were treated with anti-CP antibody (5 ¡iglml) and 
control cultures> were treated with normal rabbít IgG 
antibodies(5 !!glml) as descríbed by Shakibaei (1998). 
At eaGh timepoint cultures were tested for alkaline 
pbosphataseactivity ¡-lnd -expression of OPN andBSP as 
described below. 

. 2.5. Alkaline phosphatase activity 

Human cemerttoblastoma-derived celIs were plated in 
triplicateat 2x 104 in 24-wellculture pIates (Costar, 
Camliridge MA, USA). Gells were cultured in DMEM, 
supplemenfed :with 10% FBS, antibiotic solution, 10 mM 
f3~glyceropllosphate, 50¡iglml ascorbic acid, and·1 0-7M 
dexamethasone; Cbutrol and experimental cultúreswere 
treated as described aboye immediately afterplatting the 

3 

p·#,<:hSm.prllllm and antibody were added to the 
h"1+i;';,,,~ óther day. Alkalinephosphatase activity 

was according to Lowry al. (1954). 
Celllayers were extracted in.1 O mM Tris-HCl. buffer, pH 
7.4, containing 0.1% Triton X-lOOand thensonicaled. 
Enzyme activity was assessed usinggrhM' disodiunl p­
riitrophenyl phosphate (PNP) as the substrate and 2 mM 
MgCh in 0.1 M Tris-Bel buffer, pH 9:8, and incupated 
at 37°C for 30inin. The reaction was stopped byadding 
50 ¡.tl of 0.05 N NaOH and absorbances were measured 
at 405nm. Samples were assayed untler conditions that 
ensu:red linearity withrespect to time and:prbtein con~ 
centrations. Protein concentrationswere determined 
according to the Bradford (1976) assay using BSA as 
standard. Assays were repeated at ¡east threé times. 

2.6. Immuno/iuorescence 

HuínaIl. cementoblástoma-deríved. cells were plated at 
low densíty (5 x 102) in 8-weIlLab-Tek cháI1lber slides; 
allowed to a ttach ovérnight and cultured for the time 
periods mentióned aboye. At each term, cellswerethen 
fixed in 3.7% fonnaldehyde, and screened fOI theex'­
pression of BSP and OPN. Slides were incubated with 
antí-human OPN (LF-123)and anti.hunian BSP (LF-
100), diluted 1:300 in PBS containing lmg/ml BSA and 
incubated overnight at 4 oc. Slides were washed with 
íce-coldphosphate-buffered'. saline(PBS) fúr 1 amin at 
room temperature andincubatedfor lh at 4"C wíth the 
seconda:ry antibodygoat-anti":rabbit iminunoglobulin 
conjugated with FITe (3mglml, Sigma Chem,ical,St. 
Louis, MO), diluted 1:50 inPBS; Slides we:re rinsed with 
PBS plus 0.1% Triton X"20 andcoverslipped in glyc" 
erol-·PBS (1 :9v/v) containing 20 mglml ofl,2,diazaby­
cyCIo (2.2.2) octane' (DABCO; triethylenediamine), 
Immunostaining was visua!izéd by indirec(immunoilu. 
orescence (Axiophot, Carl Zeiss). 

The number of cells cross-reaeting with antÍ-OPN 
and antí-BSP was determined by scoring five different 
microscopic fields witha20xlens. Results areexpressed 
as means (n 5) SE ofthree indeperident experi­
ments. Slides incubatedwith pre-immlL"1é rabbit serrun 
or lacking firstantibody were used as negatíve contraIs. 

2.7. Western blot analysis 

The relative levels of OPN and BSP ofcemento­
bIastoma cells treated withariti~CP anfibody were 
compared with those treated withIgG antibody. Ce­
mentoblastoma-derived cells were platedin triplicafe at 
5 x 104 density on 35 mm culture dishes. Experimental 
and control cultures weretreated asdescribed above and 
cultured during 5, 7, 9, 11, 13, and 15 days. At cach 
term, cellswere scraped wi'rh a policeman, re-suspended 
with ice-coldPBS, andcentrifuged fór 5rnín at 2000 
rpm. Pellets were lysed in ice-cold lysisbuffer (1 mM 
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EDTA,pH8.0), lOmM Hepes, 50mM NaCl, 0.5% 
Tritón X-lOO, ¡mM phenylll1ethyIsulfonylfluoride, 
5 ¡.tM leupeptin, ánd· 1 (} ¡.tglmI aprotinin). After· centri­
fugationat&ooO rpm for lOmin at 4 oC, supernatants 
were collected andstored at -20 oc.. Cructe protein 
concentrationswere determined as described aboye, FOr 
each antibody (OPNand BSP), equal amountsqfPJ:o­
tem (lO!J.g/laue) were subjected toSDS-PAQE 0 11 .12% 
polyacrylamide, gels. Theproteins were then electro­
phoretically transferredonto Immobilon-P (J>VDF) ni­
troceIlulose. membtanes (Millipore., .I3edford, MA). 
Membran~ were blockedwith5% skim milkforl h and 
then incubated with 1:300diluted rabbitpolyelonal an­
tiserumto human OPN (LF-123) and hu,man,BSP{LF-
100). for 1 h at room t~mperature. After wa!'\híng, 
membranes were incubated with 1:1000diluted horse­
radish peroxidase-conjugated-goat-anti rabbit IgG sec­
ondaryantibody for 1 h, washed with PBS aud 
developed withdiaminobenzidine;Blots werescanned 
and analyzed with a Kodak EIectrophoresis Documen­
tationand AnalysisSystem(EDAS) 290. The relative 
levelofeach protein was assessed by measuringtp,e in­
tegrated intensity of aH pixels in .. each band, excludirig 
the local background. Re;mlts areexpressedas: per­
centages of proteÍn intensiíy obtained in control cul­
tures. 

2.8. Atomic force microscopy 

Atomic force mic;roscopy (AFM) was used to deter­
mine the1porpbologyand homogeneity of the míneral­
like tissue. deposited by cementoblastoma-derived· cens 
in the presenceof 5t-tg/mlnormalrabbit IgG autibody 
(5 ¡..tglmI) 01' anti-CP antíbody (S¡..tg/nIl). AFM (Park 
Scientific lnstruments)was used with an AutoProbe in 
~ontact mode with· a constant applied [on¡:e (10 nN) at 
1 Hz scan rate in wet samples. Cementoblastoma~de· 
.rived. celIs were plated at2 x 104 in 24~well culture pIates 
(Costar, Cambridge,. MA, USA) onto si1icon (1 11) 
Ínonoctystal substrateand cultured for 5 and 15days in 
DMEM supplemented with .10% FES, antíbiotics, SO¡..tg/ 
1nl . ascorbic acid, 10 mM p-glycerophosphate, and 
loe7 M dexamethasone. Experimental and cOJltrol pul­
tures were treated every other day with fresh medium 
and fresh antibody. The cultures were mo.rutored at 5 
aud 15 days to detect calcium salts precipitation byus­
lng Alizarinred Sstai~ling. Upon termínation of the 
culture· tímes,cementoblastoma-derived cel1s were 
rinsea· thrice· with ice-cold PBS. and. culture plates were 
fixed in situ with 70%ethylalcohol andair-dried. 

2.9. Energydispersive X-ray microanalysis 

The composition of the míneral-like tissue. formed by 
the cementoblastoma-derivedcellspll,l.ted onto silicon 
(lIl) monocrystalsubstrate at an initíal densíty of 

2 x 104 in 24-well pIates was aualyzedat 5 and 15 days, 
Controland experimental cultures weremaintaíned in . 
DMEM supplemented as described. 1Jpon termination. 
the cultures were washed with· PBS, fixed in 70% ethyl 
alcohol, air~dried and covered with a thin gold film, 
100nm thick, to avoíd electron distu.rbances that could 
interf¡¡:rewith the mícroanalysis. Cell cultures wereau­
alyzeq . by . using a Leica-Cambridge 440· scanníng elec­
tronmicroscope fitted with a Pentafet energy díspersíve 
X-ray··mic;roanalysis. mícroprobe. All analyses were 
performedat20kV for 300s (Cuisinier et al., 1991; van 
Dijk et aL, 1995) on different areas wíthdifferent probe 
Slzes. 

2.10. Electron diffraction analysis 

H\ll11au cementoblastoma-deriyed cells, control and 
experimental Gultures treated as descríbed dllring 15 
dáys, were tested for mineral phaseformation, Tú do 
this, cellswerecultured on cooper grids of 200 mesh 
covered with a plastic film and ct;Jated with acarbon thin 
film· for TEM observation. D-spacing.of diffraction 
patternswas calibrateJ to córrespond.to those for the 
gold. sta.ndard obtained with ídeptical. diffraction con­
ditions1he mineralphase was analyzed using a Jeol 100 
CX ana.!ytica! transrr¡ission m:icroscope .. AU analyses 
Were performedat 100kV. A Jeol 4000 EX TEM was 
useda.tAOOkV for the.hígh-resolution (HRTEM) anal­
ysis ofthe experimental and control miltures at 15 days. 

2.11. Statistical analysls 

Data for the proliferatíon. and vjable cell . number 
assaYl> \vete evaluated by varümceanalysisfollowed by 
multiple comparisonsusing a corrected Bonferroni p 
vl;liue. Statistics for allot1:lerassays wereperformedwith 
tp.eStudent's .t test, using Sigma StatV 2.0 software 
(JandeIScientific). 

3. Results 

3.1. Cell proliferation and cellviability 

To cle~ermine whether IgG and aJlti-CP antibodies 
contributed to alter human cementoblastoma cens, tl1eir 
prolifeJ:ation rate was determined during a lO-day pe­
riod. There were no statisticaldifferencesbetween 
treatments andl 0% FBS-treated controls (Fig. lA). Cell 
viabiljty was not affectedby either IgG or antÍ-CP an­
tibodies oyer the lO-day period as illústrated in Fig. lB. 
MTTactivity of cementoblastoma cellsbegan to in~ 
crease onday 3 and continueduntiLday 10. N6 statÍs­
cical significances in MTTactívity were seen between 
IgG aud anti-CP antibodies with respect to lO% FBS 
controlmedium. 
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Hg .. I .. Effects of IgG, a~ti-CP antibodies and lO,/," FES 011 coll growth 
and cell viabi¡¡ty.Sl:tow~arepoQled data from tw() independent gro\Vth 
curves; (A)andfrqm two indepimdentviability curves (B) of cemento-

. blastoma-derjved cellstreatro with IgG(e) and anti-Cp antibodies (.), 
at aconcemration or.5 J.l&!¡11i cacho Ten p~rcent FBS was used as a control 
niedia <'1 There were nO statistieal diff~rences between treatments. 

Alkalinephosphatase activit y 

ALPactivity was assessed atdifferent culture times by 
measuring the enzym~tic activity in the celllayer. ALP 
activity waS detected in thecell layers. ol' experimental 
and control cultures asearly as 72 h. }.lo statisticaldif­
ferencci¡ betwcen treatments were observed at days 3 and 
7. However,alkaline phosphatase acrivity of cemento-
blastorna~derived cell cultures treated with imtÍ-CP was 
40% (p<0.OO5), 44%,(P< O~OO 1),49% (P < 0.1), and 
45%(P < 0.02) Iower thantheir' counterparts treated 
with normalrabbit IgGantibody at 9, 11, 13, andI5 
days, respectiveIy. These results show that anti-CP an­
tibody inhibitedALP enzymatic activity during the ini­
tial stages of mineralízation(Fig. 2). 

3.3. Effect of anti-CP treatmem on in vUro expressíon of 
OPNand BSP 

AnalysisofOP'N expression reveals that the number 
of OPNpositive' ceUs was Iower in the experimental 

5 

3 5 9 11 15 
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Fig. 2. Alkaline pl:tosphatase activity ofhtnnan cementoblastoma-de­
rived cel1~ tal.enat 3,5,7,9,11, 13,a!ld15days. COntrol cultures (¡¡:¡) 
treated with ) )lglml ofIgGantíbodyand experim~ntalcultures (.), 
treated with éi J.lglinl of anti-CP¡mtibQdy. An asterisk iridicates st/l.· 
tlstical. dilferencebetween treatmentsatp < 0.05 ... 

cultures by87,83,69, and 52%a:t5, 7,9, and 11 days, 
than theircontrol Gounterparts(Fig. lA. andTable 1). 
Howeve~,atI3 and 15 days thevaluesof OPN positive 
cells in theexperimental cultures. were. similar to those 
ó bserved.in • control cultures. 

BSP expression was decreaseo in the cultures treated 
with anti-CP antíbody throughout· the en tire culture 
penod as compared to controIs. BSP positive cen per­
centages wete 82, 51, 60, 80,83, and87% lowerin 
experimental culturesthan in thecontrolonesat 5;7, 
9,11, 13, and 15 days (Fig. 3D, rabIe 2}. in the control 
cultures, a gradual increase in the percentage'of BSP 
positive ceIls was observed throughout the experimen­
tal periodo In the experimental cultures the number of 
BSP positive cells increased 3"fold between days 5~7 
and aner day 9 decreased gradually to the initial level 
of day 5. 

3.4. lmmunoblotting 

Western analysis showed that, in theexperímental 
cultures, the relative levels of OPN were reduced by 60, 
58,30,57,56, and 39%at 5,7,9, Il, 13, afid 15days of 
culture as comparedto controls. These results indicate 
that OPN protein expression was highly inhibited during 
early stages of the mineralizatíon process (Fig. 4A). BSP 
relative. levels·of experimental cultures as compared to 
control cultures were 30, 18, 50, 16, 17, and 42% at 5, 7, 
9, 11,13, and 15 days, respectively, indlcating that anti-' 
CP antibody infiuenced BSP protein levels at mid anO 
late stages of mineralizatíon (Fig. 4B). 

3.5. AFl\lf 

AFM images showed a sequence of rhe three-di­
mensional morphologicaJ dísposition of the mineral-like 
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Fig. 3. Immunostaining of cementoplastoma-deiíveq cens with rabbít anti-human OPN polyclonal antij)ody (A). Experimental cultures treated with 
5¡.tglml ofanti.CP a!)tibody (Iüwer row) revealed that the nwnber of OPN positive cells was lower by 87, &3,69, and52% at 5, 7, 9, and.11 days, than 
th~ir control counterparls at 5, 7, 9, 1 1, 13, and 15 days (upper row). Representative negative control with pre-immune rabbít serum for co:ntrol e) 
and experimental (00) cultures. Original magniflcatio:n 20x. Bar = 12 ¡.tm. Immunostaining.ofcemenloblastorna-derived cells with rabbit anti-hllman 
BSPpo:lyc!ónal antibody (B). Experímentalcultures (Iower row) treated wíth 51lglm1 of anti-CP antibodyal 5, 7,9, 11, 13, alid 15 da,ys tevealed that 
BSP expresslon was dramaticallydecreased throughout the entireclllture periíJd as compared to the control cultures (üpper row). Representative 
negative control wíth pre-immune ráJ:¡bit.serum for control. CO} and experimental ("0) cultures. Original magnification 20x. Bar= 12Jlm. 

Table 1 
Expression of OPN in cemeritoblastoma-deríved cells treated with anti· 
CP 

Days Control Experimental o/tl 
culturesb,d 

5 55A± Ll4' 7.2±0.83 13.0 
7 62.8 ± 2.16' 1O.4± 1.34 16.6 
9 652 ± 2.l6' 20,Z± 1.30 31.0 

II 66.2± J ,30' 3L2±2.58 47.2 
J3 70.B±2.W 67A± U4 95.2 
15 71.6=':l.81 69.6± 1 

rabbit IgGantibody. 
bCementoblastoma-derived cells treated wilh 5 ¡.tglml of antí-CP 

8ntiJ:¡ody. 
e Represents percentages of experimental posítive eelIs respect to 

conlrolcultures. 
d Means ±SE of tripikates. 
• p < 0.001 Student's ¡ test. 

tissue deposited by cementoblastoma censo The teatures 
observed in control cultures, at 5 days, revealed grdn­
ular agglomerates with a síze range of 1.5-0.30 ¡.ml and 

Table 2 
Expression of BSP in cememoblastoma-derived cells treatedwithanti­
CP 

Days Control 

5 47A±2.40* 
7 54.2 ± lAS' 
9 55,2± 1.09' 

II 68.8±O.8Y 
13 1.14' 
15 79.8± lA8' 

Cemcntoblastoma-derived 
rabbit IgG antibody. 

%C 
culturesb,d 

8AO±O,89 17.& 
26.4±2.07 48.8 
22.0± 1.58 39.8 
13A=,:L14 19.5. 

b Cementoblastoma-delived cells treated with 5 ¡.tglml of anti·CP 
antibody. . 

e Represents percentages of experimental positive .:elIs respeel to 
control cultures .. 

Mealls ± SE of triplícates . 
• p < 0.00 l. Student's ttest . 

grain agglomeration that favored the formaríon of 
crystalline plaques with a lamellar-like pattern. These 
individual plaques were 0.18 ¡.un wide. and 0.36 ¡..tm 
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Hg. 4. Western b¡o~fot tht¡q.e¡.eotkm of OPNand BSP in cementoblastoma;derived celIs treated withI~antib~díes(C) and wjth an.ti-CP anti7 
bodíes (E).J')ollll:ü¡iZede¡¡.tractS fromdílferent cultuFétimes(5-15 days) were subjected toSDS-PAGE aJiclthelltoimmunodetection witb an.tibodíes 
to hliman QPN"and BSP. . .l:elativétevelswereassessed by measuring theintegratedíntenSityofallp!xéls ineach barid,exclllding the local 
background. 

long, representing ·anill1iSl)tropic .• ctystalline· structure 
of2:1 (l/w); with smallgran~larpar:ticles (0.3 ).1m, and 
300,Á,. high), (Fig. 5A) .. ~inyneedle-shaped crystals 6 Á 
high whh preferential orientation. were observed 

. (Fig. SE). Experimental cultures treated dUTing 5 dllYS 
with anti-CP antibodys~~Weda. hny granular mor­
phoJogy . with a .subnPdon siz~{O.lflill}· of granular 
particles .that forweq ~he'agglomerates with a. size 
range .of·l.3;c-O.~~p:m~F:ig,5B}a1;l.d spherical a~glom­
enltes (Fig; 5F).qon!to.lcuítJresat 15 days~howed 
weU-oriented andqrgaIl\zed . plá~ue-,rike structures of 
1.6 ¡lm width and20!ltJ;i'length, representing an an­
isottopjc. ratio of12.5·€V~J. Thesecultures also showed 

. granular' agglomerateswltha size range of 2.6~0.9¡lm. 
(Fig. 5e) and need1e7shaped crystals (Fig. 5G). Ex­
perimental cultures al 15days revealed almost the same 
féature~·9bserved in expetimentalcultures at 5 days. 
Theagglómerates maintained spherical morphology 
without organization of needle-like . crystals to form 
plaque-like. structures. However, the granular agglom­
erateswere largerin.size{L5-0.30 ~lm), when compared 

thosedbserved al. 5days ofexperimentalcultures 
(Eigs. 5D tmd H). 

3.6. EDS 

The CaIP ratio and composition of the mineral-like 
tissue . deposited in vitro by cementoblastQma-derived 
cells was assessyd at5 find 15 days of culture. ContrQl 
cultures at 5 dayssh()\v~d 56. J and 38.7 at.% Qf Ca2+ 
and P, respectiveJy(Fig;{iC), ()tber elementssuch as K 
(2.5at.%),andMg2+(t.4at/?/o) were present In tbeir 
globaLcompositipn. TheCa/P:ratin (1045)' corresPQnds 
weU with the biologic¡¡tlhydJioxyapatite value. (Fang 
etaL,1994). CemenJ?bla;stoPla·cell cu.lturestreated with 
5 flg/m1of anti-CP ~nti?qdy fflr 5 days showed low en­
ergy peaks forCé, and P (Fig. 6A) with anatomic 
percentage of29.9 atid 58.5, respectively. Other elemeuts 
8uch as K represented 5.4 of the atomlc percentage. 
Mg2+ ions were notdetectableinthe spectrurn.The Ca! 
P ratio valuewas of.o.50. At I~ days of culture., control 
cultures exhibited.55.4. and· 34.4 at.%for·Ca2+and P 
(Fig.6D). KaI1d Mg2~were presentjnth~compositión 
with 6.1 and 3:8 at.%. The Ca/P ratio was 1.61,which 
corresponds well with. thebiological hydroxyapatite 
value.Experímental cultures reyealed 3K5, 483,and 
4.5at.%for Ca2+,P, and K(fjg. 6B). TheCalP.ratio 
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Fig. 5. Three-dimensional features observedby AFM showed globular, needle-shaped crystats and lamellat arrartgementofthemineralized-Iíke tisstle 
deposíted by cementoblastoma·derived cells in control cultures at 5 days (A and E), andJ5 days of culture (Cand G): Experimental cultures treated 
with 5 f.lglm1 of anti-CP antibody revealed. similar spatial disposition of globular-like structures at 5 days (B and F), and 15 days of culture without 
larnellar arraIlge,nent ofthe.mim;ralized-Iil::e tissuede¡,osítedby cementoblastoma-derive,d cells (O and H). 

wasO.79. Energy dispersive X-ray microanalysis (EDS) 
examinationdetetmined the bioIogical hydroxyapatite 
values. Therefore,the.EDS spectra from control samples 

showed better peak definitíon than those ofthe expeti,. 
mental cultures whicn reveals that thecrystal density 
was larger ¡n the control cultures. 
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6. Representative energy-dispersive x-ray microanalysís speclrum of a 1 x 1 mm area of hlÍneralized areas deposited by putative human ce­
, mentoblasts, Experírnental cultures al5 (A)and 15 (B) daysshowed low. p"aks for calciurn (Ca2+) and phosphorous(P). Control cultures showed 
prominent peaks 01' Cah and Pand'peaksre¡:rresenting Mg2-;- andK.at 5 (C) and 15 (D)days of culture. 

3.7. EleC:tron diffra.ction 

Cellcultures fioI1). .celllcntQblastoma-derived ,cells 
Were obtai~ed fortheana]yslspfriüneral depositsat 15 
days ofculture. Control a11Jiexj.Jerimental ~ultlÍres 
showed· crystals th~trevealed patternspfco1'lcenttíc, 
double rings. The inner. doubre Tings correspond lo D­
spacing,.2.34 and'2;9SÁ ;(Figs.' 7 Aand B, respectively), 

, which were co_nsü;:tentwiththos~ for hy(,iroxyapatite 
(2.29and3;08 Á),.Th& innel' semicring.inFig: 7 shows a 
clear preferentialgrowth ofhydroxyapatite crystals •. 

Examipation o fthe crys talIíntty .of ,sampleswith 
HRTEM. showedthatbothcontrol antt experimental 
cultures at 15 daysrevealed á hOlUogen:eous andpref:. . 
erential spáÜ¡¡j arrangement ofhydroxyapatitecrystal.~ 
lítes with a 7.1Á.{hkl: lOQ),.3.8Á(hkH 111),and 
.3,1 Á (h kl: 210) interatomiedistances (Fig. 8). AlI the 

.. crystals w~renanostructuredwith ato mi e distances of 
. bydroxyapatite crystals values of d: 2.27Á{h k1: 21 2}, 
2A2Á (hkl:301),3.53Á(hkl: 201)and 4.5 Á (hkl: 
110). The patte~ns obtained are shown in .Fig. 7 and 

. ' 

.. Fig .. 7.Selected áfe~ electron diffraction pattern obtainedfrom rnin­
eraÍized-Iíke .tissu~ deposited by cementobla~toma-derived cells .. Tne 

. innersemí~ring shows- a clear prefer:eritialgrowth,of nydrollyapatíte 
cr:ystals atd 5.daysfor both, .control (A) and experimental (B) cultures, 

wereindexed with the hydroxyapatite standard patterns 
ofthe JCPDS(Joint Committee on Powder Standards) 
No.· 9A32 file f:qr calCíurn· hydroxyapatite (JCPDS, 
1995). . 

3.8. Scanning electron microscopy 

Examin.ation()f controlcrutures at 5 days revealed 
mineralized. areas forroed byagglomerates andneedle­
like structures (Fig.9q,confÍrming theelectron d1f­
fractlon anaIysis andAFM images. At days, control 
cultures formed plaqúe-Jikestructures (Fig. 9D). How­
ever, expeIimentalcultures at 5.and 15 days showed 
agglomerateswithsphericalshápe and homogeneous 
size.{Figs. 9A and B, respectively); 1t \vasevident that in 
the culturestl'eated with anti-CP antibody the growth of 
the mineralized area.Was retarded . 

4. Discussion 

Theresults of this study indicate that mineralization 
ina cementoblastic cell Hne was partially inhibited by 
antícCP, indicating thatthe CP is among the factúrsthat 
regulate mineral deposition of thísline.age in vitro. Anti­
CP antibodyinflueneed the ALP activity and the ptotein 
levelsof OPN and BSP as well as .the amountaI1d 
quality of nlineral deposited in these cultures without .. 
interfering with ceIl proliferation andce11 viability. CelI 
viability was greater than 90% for all treatmel1t groups, 
eliminatíng the likelihood of cell toxicitycaused by ei­
ther IgG or anticCP antibodies The dosages of IgG and 
antjcCP antibodies were similar to those used fo.!." in vitro 
studiesreported by Shakibaei, 1998). ALP activity, 



10 M.A.A. Pérez et aJ. f Journill of Structural Biology 143 (2003) 1-13 

Fig. 8. High-resolution transrrllssion electron microscópy (HRTEM) shows that crystallinity orthe mineralized"like tissue in eontrol cultures at 15 
days was homogeneouli andwith a preferential spatial arrangement oChydroxyapatíte crystallites (A). Experimental cultures at 15 days showed non­
homógeneous hydroxyapatite crystallite arrangemcnt (B). Bar in A = 1.7nm. Bar in B = 1.4 nm. 

Fig. 9. SEM examilj.ation of the mineral-¡¡kc tissue deposited' by cementoblastoma~erived ceHsrcvealedagglómerate and needle-Jike structutes at 5 
(A) and 15 (B) days. Experimental cultures at 5 (C) and J 5 (D) days show agglomerates with spherical shape and homogeneous size.Bar = 30 11m 

expression of OPN and BSP are characteristic of early 
and late stages of mineral-Iike tissue deposition in os­
teoblastic and cementoblastic cell ¡¡nes in vitro. Since the 
cementoblasticcell line used in this study has been 
shownto express CAP,which ls immunologically re­
lated to CP (Arzate et al., 2002), andCAP has alsobeen 
reported as a 65 kDa species in developing tOQth germ 
(Saita etal., 2001), it is possible that CP represents a 
CAP"related molecula.r form.· In additiúnantí-CP ailti­
body has rhe capacity to identify putative cementob­
lasticpopulationsboth in vitro and in vivo. 

A1...P is thought to playa role in general phosphate 
m.etabolism. and cementum formation, although its 
precise, rClle during minera1ization is not entirely clear 

(Linde, 1982). ALP actlvlty is related to the initiaI 
mineralizatian and once the phase of bulk matrix syn­
thesisand mineralization has ceased, the further pro­
gressÍonof m.ineralizationof previously ..• deposited 
matrix isa.s,sociatedwith retentionof ALPaerivity (Bi­
anco,1992)~ Our experi.wental cultures revealedan up to 
49% decrea.se in Al;.Paetivity frOl¡19to15 4ays, sug­
gesting that anti,CP antibody.partially ítilirbited ALP 
activity during mineraliz<ition in theexpériniental cul­
tures.In additiontathis, the thicknéssofthecementum­
like tissue deposited by cem.entoblastoma-derived cells 
in the experimental cultures, as analyzedby AFM, was 
thinner than that observed in control cultures. The 
present results support previous work where a highly 
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sigpificant posltlve . . . 
and cementumthickncss has been demonstrated, i,c., the 
highcrthe activityof the . enz)'me, the thicker the cc­
ment\l11'1)ayer;Besides inhibitíon of ALPactivity causes 
seyere inhibitionof cementum formatíon. Thus, ALP 
appears .to beessential for the continuous growth of 
ceméntum (Beertsellét aL, 1999; Groeneveld et aL, 1995; 
Vandenbosand .Beertsen, 1999); These resultsprovide 
furthersupport toourprevious data, which point to the 
capability ofCP to ptomote mineralization inundíffer­
entiatedlllesenchymal cells (Arzate et al., 1996) and 
ALPactivity in.cementoblastomll c.ells (Arzate et al., 
L998). 
. lt ha's beensuggested that non-collagenous proteins, 
sllch~s:OPNahd BSP,have amajor role in fillingspaces 

.crea,ted dí.lringcollagen assembly, ímparting cohesíon to 
lile míneraHiketissuebyallowingmineral deposition to 

. spread.across lhe entirecollagen rneshwork (Bosshardt 
e~ al., 1998; Nanci, 1999). However, the mellns by which 
minerállzation isachieved is still not ·well unde'rstood . 

. $everalauthots ·sUggestthat.phosphoproteíns such as 
BSPlllld OPN¡tre necessary for the initiation oC crystal 
formation(Rqach,1994), and the largehíghly ordered 
fibríls oftypeJcoIlagen. The major phosphoproteins in 
cementum are: OPN and BSP andaresynthesizedby 
cementob!a,sts¡(Chen el aL, 1991b; MacNeil eral., 1998; 
Shapiroetal!.;1993), Ourrestiltsrevealed that OPN at 
~he· protein level was highly depressed inthe experi­
inentalcultures· during the initial sta,ges of mineralíza­
tíon· and thebighest effect· onBSP protein levels was 
observedat t~e mid lind late stáges of theexperimental 
peripd·as .revea1edbyimmun()cytochemistry and Wes­
tern blots.Sihce OPN isexpressedat high levels in 
:nrineraJized cOnnective tissues (Bianco et aL, J 991) and 
is relatéqto the inítialgro\Vtb of hydroxyapatite crys­
tals, it scems' thatthe Jlllti-CPantíbody could have a 
seconda.ryeff~ct during initiatjon and progression of the 
minel:'lllizedn\,atrix.Our results suggest that·CP could 
mediateiIiitia~stages ofmineralizat1on probablyby in­
fluencing OP~ aváilapüity duringcrystál growth and 
ma~qIJaiion. S~nce,. OPN's abilíty to birtd andpotentially 
orielit signifiaa~tamounts of Ca2-+- Whichsuggests that 
rnight function1O promote calcificatíon (Butleret aL, 
1996;G~)tSki,.1992).However,OPNís a multifunctional 
proteinand rndeed,invitrostudies support a role for 
OPN¡t~an ip;hibitorof caJciumoxalate crystals in the 
kidDeyand in icelHreesyslems, and acts principally on 
crystál growth(Flunter et.al, .1996). lt has been repórted 
th~:tt OPNis abun?ant atsÍ!es of calcification in human 
ather()s,éh1erotic plaques andin caleified aortic valve8, 
.bu! 1s no.t fo~nd in . normal arteríes (Butler et al., 1996). 
Howev~rthe ifunction of OJ;>N inhard tissue formation, 
minef¡tlization; andturnovetisnot. yet ciear, and the 
mineral inhibitionduring the mineralization process 
cannotbe atq-ibu~~ble to OPX acting solely as an in­
hibit(>r ofcrystal growth without considering the pos-

ToleDf ALP on OPN's dephQsphorylation, sÍnce 
phosphmylation of OPN 1S required for i18 inhibitory 
effectin an. in vitro mineralizatíon !3ystem (Jono.etal., 
2000). BSP plays an importa,ntrole in mineralnucle­
ation CChen et aL, 1991a, 1992b).BSP has a precise 
spatial association with early mineralaggregates, hinds 
strongly to hydroxyapatit~and acts asa specificand 
potent nudeator forhydroxyapatite formation in vitro 
(Hllllter and Goldberg, 1993). Our findings demonstrate 
that BSPprotein levels were partiaUy dcpressed 
througholit the entire culture tirne.Thus, the ptocess of 
mineral nucIeation andgrowthwas probably partially 
inhibited in theexperimental cultures . by affecting 

. availabilityof OPNand ALPtoregulate ealciumuptake 
(Fukayá,ma and Tashijan, 1990); crystal growthaIid 
maturation, and BSP crystal nudeation, explaining. the 
glo bular mineral aggregates that díd not develúp to 
form lamellarstructures in these .cultures. 

This statement 18 supported by the compositional 
dataof the. mineralizecj-like tissue deposited by ce­
mentoblastoma-dedved cell cu1ture~ at 5 4nd 15 daysas 
observedintheexperiméntal cUltures,sínce CalP ratio 
was Jow.er when oompared tocontrolsandis related to a 
Iesser crystaldensity. It appearsthat the caloium uptake 
deposition ¡.vas retarded, since experimental cultures 
presented 10wer vafues of Caz+ thancontrol cultures at 5 
and 15 days This result could be related to the partial 
inhibitíon of OPN. protein leveIs andALP activity. It. 
has been shown that otherelements 8uch as p9tassiu:rn 
and small concentratíons ofíons, like .Mg2+ ,sJow crystal 
development byadsorbing to and blocking surfact;! 
growth sites and hydroxyapatite crystal formationand 
maturation(Amjad et al., 1984; Serre et al., 1998; We­
ismann. et aL, 1997). Mg2+ ions are not directly· ihcor­
porated into the apatite structure,but are rather 
accumuláted in thehydration 84eH around the hy­
droxyapatite crystal, forming surface-bound ionÍtcom­
plexes (posner, 1969). Our results reveale.d that 
magnesium was ábsent in the t;!xperirnental cultures, 
which cQuld contribute to the crystal growth rc.tardation 
o bserved at .15 days of culture in cells treated'with the 
anti-CPantibody. However, relatlvely hi~h pbtassium 

. concentrations a!ld accumulatÍon tnight be a common 
feature of mineralizing matrices. EDSexaminatíQn of 
the mineralized-líke tissue revealed that the material 
deposited by cementoblastoma-derived· cells represents 
hydroxyapatite in. both, control and experimentalcul­
tures at 15 days. 

This is also supported by the analysis ofHRTEM 
¡mages. However, experimental cultures at 159ays had 
smaller crystallites in tht;! range of nanocrystals andboth 
control and experimental cultures. have a preferential 
crystalJographíc orientation .. Thisoccurs within a matrix 
charac.terized by the lack of orientation of collagen fi~ 
brils in coherent directionsand 18 characterizedby the 
initial formation of randomly . distributed,roughly 
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spherical, aggregates of crystals radiatíng from a center. 
In contrast, the control cultures showed the ordered 
mineralization pattern oflamellar-like mineralized tis­
sue, matchillg a significant degree of collagen spatíal 
organízatíon andorÍentation (Boyde and HobdeH, 
1969). Recent findings suggest thatgrowth layers in 
human cetnentum maybe related to altered mineral 
crysta1 Orientation (Cool et al., 2002). Our observations 
strengthen tlle argumen't that mineral cryst,ds are re­
sporisiblefor the layersobserved in cementoblastoma 
control culturesand that the antí-CP antibody ánd the 
decreased ALP activíty could contribute to the partíal 
inhibition duringthedevelopmertt ofthis morphological 
pattern and mineral crystal .alignmtmt· (Teschet aL, 
2003), presumab1y as a re8u1t of crystal density and 
impaired mineral maturation as revealed by EDS and 
HRTEM examÍnatíon of the mineral phase in the ex­
perimental cultures. 

Firtally, our observations and combined data analysis 
suggest a provocatiVe roleof CP· duringthe biological 
mineralízation process· ofcementuÍn~like tissue invitro. 
Consistent with· this idea, are the partial inhibition of 
ALP activity, decreased proteinlevels ofOPNandBSP, 
Compositional,morphologicalchanges, and the' retar-

. datíon of therhineralphase.byhuman putative cernen­
toblasticcéUs, obser'ved duringthe development of 
minerálized matrix. However; further studies are neces­
sary toshow the biological significance of CP among the 
factors that régulate cementum extraceUular matFil( 
mineralization in vitro, since its specific rolecannot be 
determined conclusive .at fuis time. 
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ABSTRACT 
Uttle iS.known abóút the molecularmechanisms 
th~t r«gtilate thecemeIltogenesís process, because 
specific cementum markersare ndt yet avaiJable. 
To. i I1vestigate whether acement()bla,stoma­
eoIlditioned medium~derived protein (CP) eould 
b~.useful as a cementumbiologicaL marker, ;.ve 
studicdits c"pressiol1and di:stribution in. human,. 
'P«ríodontal tissues, humanperiodontal Hg~ment, 
alveolar bone, and cC111entpblastoma-d«rived cells. 
'lrthtin11l.n perÍ()dontal tissues,immunoreactivity to 
anti-tPwas' ób;¡ervcdthrdughout thecementoid 
phase pfacellúlar i:lnd ¿eHular cementum, 
cel:n«ntablasts, cementocytes, cells loeated in the 
endoí)teaI spaces ofhlJman alveolarllone, andin 
cel1s in thepcriodóntalligamellvlocated nearthe 
bl0o;i yesseKlmrnun()purified CP ptomotedcell 
alta.i;hrnent on .human periodontalligament, 
alvc('jlái- ,bone-derivedcells,and gíngíval 
flbroblasts.A monoel{)nal antibody against bovine 
eeTl.'lentl.lm attaehmentprotein (CAP) eross-reacted 
with GP. Tnese findingsíndieatl1that CP identifi,es 
potentia1 cementoblast progenitpr eells,is 
immunol(}gical1y relatedto CAP speeíes,and 
serves as abiologi'Cal marker. for eementum. 

, . 

KEYWO.RPS: eementoblasts, cementurr¡ protein, 
periodontium. 

Rcceived Augustl4, 2001; Last revision lune 11, 2002; 
Acccpted llilne 17, 2002 

lmmunolocalization ofaHuman 
Cementoblastoma.-conditioned 
Medium-derivedProtein 

INTRODUCTION 

.C··· " eme. n. tumo íst.h. e .ca.). c. ¡.fied .t.'. ssu.e th .. a. tco.vers .. th .. e.r.opt surt1 .... · .. acesof t.eeth., 
:. . Two types ofcementum are recognized, aeellularand.ceUular, based ort 

thepresenceor absenceóf cellsandthesource of collagen fibers (Bosshardt 
and Schroeder, 1996). Thc ceínentummatnx éQntains coUagen types 1 and 
IlI(Chrismer et aL, 1971) and nOIHon~genous proteins such a:sfibroneetin 
(FN) (Daculsíet al.; 1999), osteocalcin, vitronectin (Ma<;Neil et al" 1995), 
o~teoponfin (OPN), artd bone sialoprotein (BSP) (D'Errico et al" 1997). 
Ho:wever,these molecules are no! cemerttum-specifie. Becauseccmenhlm 
laeks specific markers and resembles bone, ithas no! been possible to; 
identify and isolatecementoblastic populatioQs in vivo or in vitro, Recent 
studies suggest Ihat cem<:ntum mayeontain unique molecules Iha! are 
specific foc this tissue (McAllister et al;, 1990), Ope such molecule is. the 

,cementum attachmentprotein(CAP),CAP isa56-k,Daprotein thathas been 
púrifiedfrom human .andhovine c«rnentum(Ols~m el al., 1991) and 
characterized a;s acollag~n~like protein (Wu et al.,. 1996). Monoclonal 
antibodies raised against CAP species stainp~sitively putative 
cementol)lastie cellpopulationsinvitro (Liu el al., 1997; Bar-Kana etal., 
1998, 2000), the cementoid layer, ana the adjaeent cementoblastic cen ¡ayer 
in vivo {Arzate etal., 1 992a). CAP hasbeen shown to promóte several 
biological activitíes,sueh as cell attachn1ent, chelÍ1~taxis, and ditferentiation 
(Olson etal., 1991 ;PitarÚ et al., 1995; Arzat~ etal., 1996). 

Recently, a newcellline with cementoblastie charaeteristics was 
establishedfrom a human cementoblastomatUIl10r (Arzate el al., 1998), Thís 
een .line has been showntoexpress CAP and lo fon;:n míneralized tíssue In 
viiro similar lo human cementum (Arzate etq1., 1998, 2000). These findings 
indicaled Ihat .thecementoblastoma cellline produces a 56-kD.aproíein 
spe.cies, tilat thisspeciesísCAPQr a reíated moleeule, and that it can aet as 
'In antigen for producing new antibodiescapableof reeógniziflg 
cementoblastic populations in vivo ana in vftro. The purpoSe of this 
investigation was tQ test this hypothesis and lo use the new antil)ody as a 
cementumbiologlcal marker. 

MATERIAl.S & METHODS 
Theproeedj.lres to obrainhumancementoblastoma., periodontal ligament; 
gingiva, and alveolar bone.specímens were apprpved by the Review Board of the 
Schoolbf Dentistry, National Alltonomous University of Mexico. lnformed 
consent was obtained from all patients .. The protocol wasreviewed and. appr:oved 
by the Animal Car~ Committee 01 rhe National Autonomous Uniyersíty of 
Mexico. Human autopsy specímens used in this study were ,obtalhedirom a 29-
year-old mano in. confqrmity with.the policy of the Research Review Board, 
National Cancer Instituto, Mekico City. 

5.41 
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Figure 1. Áttachment oF periodontoJligoment cells,alveolor bone­
deñved ceHs, and gingival. ~bro. blas~ to protein(s) bound lo an. anti-CP 
column. Cemenloblasloma-derived cells conditionedmedium {500 ml} 
were used· for CP plSrification~ Attochmentaclivity at dífferent prQlein 
cOl'lcentr(lt¡ons¡~shown. Silver-slail"fed gel showed pra.tein{s) from 
cementoblastoma-derivedcellspresent inconditio~ medium which 
bp¡,lndto ananfi-<;P column, Arrow indicat~ <;P mi.gralíon. Periodontal 
ligamentcells., alveolar bonecderiv:ed cells>., and 9ingOOl ñbroblas!s 
". • Asterisk{*)indicotes si9llificant differences ¡ocel! attochment 
b~'w.een .~riodqntollig<:míent and alvedlar bane-derived cells V5. 

9109IVal f¡broblasl$ at P < 0.05; .. . . 

Antibody.Preparation 
Partial1y purified CP preparation containing CP migrating with 
56,000 Mi wasot>tarnedbyelectro.:eltition, asdescribed previously 
(Arzate el (¡l~, 1996). New Zeaíándrábbits were immunized as 
descnbedl:Jy Dunbar and .8chwoebel (1990). Antibody production 
wasmonitoredthrough ELlsA andímmunoblot. IgG aritíbodies 
w~ purifiedthrough protein A-sepharase .chromatography (Sigma 
Chemical Ca., Sto Louis; MO, USA).The antíbody fraction will be 
referred to as anti~P anfibody. . 

CeUCulture 
Human alveolarbone and cementoblastoma-derived cells were 
obtained as previausly described (Arzateet al., 1998). Human 
periódontalligament and gingivalfibroblasts were obtained from a 
premolarextracted fOl' orthodonticreasQns from a 25-year-old 
male pai\entCeIls were culturedby the convelltional explant 
technique (Narayatlan and Page, 1976). Cells weregr.own .in 
DMEM medium supplementedwith 10% FBS. AH ce\l typesfrom 
the2~d pass¡¡ge were usedforthe experimental procederes. 

Immúnoaffin .. ityChromatography 
(md 1mmunobloHing of CP . 
A 500-mLquantity ofconditioned medium was collected from 
p!;ltes of each cell type containing ceIls at confluent density, and CP 
was immunopurified as described previously (Arzate el al., 1992b). 
Protejnconcentrntiolls were determined by means of theNano 
Orange Protein Assay Kit (Molecular Probes; Eugene,OR,USA). 
Cross:,.reactivityand expressioll ofCP in human cementoblastoma, 
periodontalligaIllent cells,and alveolar bone-derived cells were 
assessed by immunoblotting as previously described (Arzate et a/., 
[9920), . except that anfi-CP antibody was used at a 1:300 dihition. 
For assessment orihe specíficity .of anti~CP antjbody, calfskin type 
1 collagen (Boehríngér Marinbeim, Germany), bovine.FN (Life. 
Technologies, ROCkville, MD, USA), and human bone extract were 

blotted and tested wiili antí-CPantíbody; Antibodies ágainst boviAe 
type l colIagen, FN, OPN, anuBSP served as controls. To 
determine the uniqueness ofilie CP, we performeditnmunoblots 
with polyclonal antibodies ag<\inst rat typeI co\1agell(Chemicon 
International lnc., Temecula, CA, USA), human. OPN (LF-12J), 
human BSP (LF-lOO),both a gifl from Dr. Larry W. fisher (NIH, 
Bethesda, MD, USA),. ana human FN (Dako, Glostrup,. Denmark) . 
Immunoblots with anticCP antibody were compaJ;'ed with those with 
a monoclonal antibody against bovine CAP (3G9), a gift fram Dr. 
A.S. Narayanan (Seattle WA, USA). 

Cell AHachment Assay 
Penodontal Iigament, alveolar bonecderived cells, and gingiv¡¡.l 
fibroblasts wereplatedat 2 x I()4 density on 24-multiwell Costar 
plates not treated for tissue culture (Costar Corp., Cambridge,MA, 
USA) andcoated with 1.0, ().5,0.2,and 0.1 flg/mL of 
immunoaffinity~purjfied CP. Cell attachment was evaluated 
accordingto Hayrnan el al. (l982).Wells coated with 5 ¡tglmL of 
calfskín type l collagen servedas a positive control, and s~m­
free medium was the negative control. 

Processing and Immunostaining ofHuman Tis$ues 
Specimens were fh,ed.ín 10%Jormaldehyde. Hardtissues w<:re 
decalcified with 10% EDT A, pH 704, dissolvedin 0;5% 
formaldchyde at 4°Cfor 5wks, and pl'ocessedas previously 
descrlbed (Arzate el al., 1998). . 

Longitudinal and transverse sec.oons 5. !lm thick were cut¡md 
mounted in 2% 3-aminoptopyltriethoxysilane-coated glasssti¡áes 
(Sigma Chemic¡¡.1 Co., SL Louís, MO, USA). Sectionswere de­
waxed in xylene and; befare completerehydratioll,. were incubfl!ed 
with arttigen tetrieval solution as described by ShieJ . al. (1992); 
Immunócytochemical procedures were· as describea efsewhere 
(Arzate ei al., 1 998). 

'Immullostainill9 af HumanCemel1tabrastoma,Periodonti;tl 
Ligament,·arid AlveólarBone-der:ived celrs ih "itro. . 

. . 

Humancementoblastoma, periodontalligament, alveolarbonec 

derivedcells, and gingival fibrobtasts wereplated atlow ilensity(5. 
x.l02) on Lab-Tek chamber slides (Life Technólogies, Rockville, 
MD, USA) allowed to atlach ovemight, and· cultured for 3· <lays. 
Rabbit pre-immune serum or slídes lackihg first antibody were 
usedas negativecontrols. Experiments weredonein ttiplieate: We 
determined the. number of ceHs cross-reaeting with.anti-CP 
antibodY by scoring 5 dlfferent microscoptc fields with a 20X lens. 

Statistieal Analysis 
Cell atta¡;hment wag expressed as % .rélativeto positive control 
(type Icollagen). EXperimcnts were run in triplicate. We .used 
one-wayANOVA to test variability and performed Tukey's test to 
assess státistit:;al sígnificance at a level of ,P < 0.05 (n 3). 
Experimental data for the immunostaining of human 
cementoblastoma, periodontal ligament, and alveolar bone­
derived cells in vi/ro aré presented as mean (n = 5) ± SE of 3 
independent experiments. 

RESUlTS 
Cell Attac:hmenf Assay 
As shownin Fig. 1, the at.tachment ofperiodontal ligament 
cells, alveolar bone-derived ceUs, and gingival fibroblasts to 
plates iileubated with immunopurified CP was dose-dependent. 
The number of periodontal ligament cells aftaching to 0.1, 0.2, 
0.5, and 1.0 Ilg/mL of CP represented 10, 26, 63, and86%, 
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Fi9ure:,2,lmmun~blotti~g pf 
.. ¡mm\iJ)Odffinily-P\Jd~edfrogti(i)I)S :M'.lh 
9nti-C~pólyclonol antibody. Lane'l: 
Immllnopllrifleq condilioneclriíedium 
frOÍJ'l cemenl(i)blos!oma-derived ,ce/ls 
conditionedr:nedii.Jl)l tO~9 pg/SOO 
m!.)~!,¡oWe4aiJ:¡l'\l¡ms,,!5(¡-kD(t . 
sp~ci~$.crowreacti~gwith anti~C'P 
arlf¡l:lody, Lone2: . Periodonlal 
1igomentcellsimmunpp:urified 
gondijioning rned.iumfO:4tJg/500 
mL)expr,essed !he5d-kDqprofei n: 
lblllil3: A!v'e9lor bQne:,deri~ceJls 

, . nio.9. m ..... e.a.tt.1m ... (O~.11l.9 /5.0.0 
ndl croSS'repct Wlth Ihe .56-

kDaspedes.lti:l'I~kConlrol Jor 
h1Jmon serumwos :negqtive.Lane 51 
lm~unbRlJríf!ed ", . co~dHion¡ng 
mediumfi'om cemel)t<rbla?tQma~ 
d~rivedcE\llls .. howeq .¡hpfo 70.~k{)a 
bond .cross~reqgtedw¡tho 
mOf1pdoÍJÍQlontibody í3(9)roised 
agoiñst boytnec;AP. From1opto 
boHó1)1,qrrawiindico1e '.' Ihe 
migrplion.pf.protehntandClrds of 68, 
44,32;ond 22 kDo,.nispectively. ". 

respectiv:ely, relative to the. 
positive control cUltures, 
al\\eolar bon~<;ens representcd 8, 
21,5~,and 89%, and gingival 
fibrol;llasts 8, 16: 30,and 42o/Q. 
No statisti~a¡differeIice3were . 
obsetvedbetweenperi~dontal 
ligafu;::ht .cellsan\! alveoJarbone­
derivedceIlk However,.gingival 
flbrpblast .... att~e'hment was 
signifiqantly.lower at 0.2, 05, 
arrd.to lJgli'tnL of CP w'hen 
compa.red with· periodontal 
ligament Gells aM alveolar ,bone­
d~rived edls (P<sO.05): 

ImmundbloHing 
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Fi9.u. re. 3. l.mri1Lln .. Qstain¡n.9 ... of.CP in humqn. pe.riodoi'lldl tiss .• ues .... lA ... JLorlfl. ¡lud. 'inal.sec. liana. f o human .. tooih. 
Cementoid surfaceis.strongly stainecL Open vGsculqr chonnels and enaosleolsflaces in alveolar bone are 
positive (arrowheads and arrow, respectively).IBI T ron.verse sectionoJ a human tooihsbows bC)th 
cemenloid and bone endosteal spocesstainedpositive.lc) Afew periodonlollig<;tmerncells arepositive as 
wellas. cemenloblasls lining ¡he cetlular cementum.Cells ,lacatad ad¡Ocenl to the periodontal .ligament 
blood vessels. are strongly positive (arrowheadl, A cemenlocyte with cytoplasmic elongations localízed 
within the cellulargemenlum .is shown lo bepositive (arrOW). (D,EI Colony-líte cel! formation (possibly pre-

ce .. m. en.tob.1. a. sts)in the vicinily. o. f .. b.loo.d. vessels .. (orrow.).l.f .. ) Cell$. s. urroun.d. in. 9 ... endosleal. spoces.· I.n, a.lvea ... Iar 
.bone cf.Oss-reacted 1>lrangl)' 10, anti·CP antipody .. (GI Cementocytes inside the cementum malrix ore 
positive. (H). Highermagnificationof .stron. glylabeledcemElntocytes showin1:j cyloplasmic processes . 
interconneding . toom .. [!) Cementoblasts just becomineembedde4inthe. cementam. molrix cross-reacted 

m.o ... 'é .s.lrO.~9.ly th.an .p.e .ri<?d,o.n. 10. '.! l.il.\J am, ent céU~a .. nd p.,. ~-c.e. m.en. lo. b ... Ia.,. ~ts. (J). A. cellul.o .. r c.em .. e. nrur:n ... w. 0.5.S. !ron .. glr 
stomed wlthonh-CP antibady. 1K/ Control usmg pre-ímmune robolt Serum was negahve. Hlstologlcal H & 
E-stained .sectiansshow 10ngit1Jdinal aspects of perioclontol strudures: 9pen vascular chonnel. 
la¡-rowheadsl. endosteal spaces in alveolar bane (arrowj (l), a cementocyte! and periodontalligamerq 
blood vesseI1M). Cells representing pre-cementoblasts rocaled inthe vicinily of periodonlalligamentblood 
vessels (N},and a cemeníoblastbecoming embedded in i::emenfum rÍ1atrix [arrowheadl iO). 

SpecíficitY,of the. anti-CP antibody was tested by 
immunóJ:>1otting (Fig. 2):Al1ti-CP antibody cross-reaeted with a 
singlebandof 56 kDainprotein(s) obtained from 
Ímmllnoptfrifíed condition~d medium of eementoblastoma eells 
(tane> 1). hr;lmtiPopui'ified protein(s} obtained from periodontal 
Hga.tncntcell Gopditionéd rnediurn immunoreaeted pos.itively 
(lane2J;Alv~olar'bpne~derived ceJls immunopurified 
eondítionedm~dium (I!\ne 3) and human serum. (Jane 4) were 
rlegative. There was no cross-reactivity ofthe anti-CP antibody 

with type. 1 collagen, FN, OPN,and .BSP (data not shown). 
Immunoblots with immunopurified CP did.not cross-reaGt with 
antibodies against typel collagen, OPN, BSP, and FN (not 
shown). The monoclonalantibOdy agiünst bovine CAP 
recognized a 70-kDa speeieS in CPpreparation (Jane 5). 

lmmunosfaining of Human Periodontal SiTuctures' 
The immunos,taining ofhuman periodontium tissue sections 
revealed that CP expression was localízed lo the cementoid 
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phaseof the. acellular and cellularcementum(Figs.lA,5B). 
A few spindle-shap~dperiodontalligamentcens located close 
to a Dlood vessel hl the regíon of cellular cementum as. wellas 
cementoblasts lining tne .ceméntum.surfacewerepositixe 
(Fig. 3e); Cell clust.crs Iócated be~eenblopd. yessels andl-3 
ceIllayers from. the. cementoblastlayerstained ll1{)reintenseIy 
than. the. neighboring periodontalligament cells (Figs. 3D, 
3E). Elollgated cell~ !ocated within theendost~al spaces of the 
alveolarhone exhibitedstrongpositive stainillg(F íg. 3F). 
Cementocytes embeddedin thecellular cementum 
mineralized matrix and thosec1ose tothe cementum-dentin 
junction wére posltive. (Fig. 3G). Cementocytes in the.ir 
lacunaeand their interconnecting cytopiasmieprocesses 
showed strong immunostaining (Fig.lH). Cellsrepresenting a 
transitory stagebetweencementoblasts andcementocyÚ!S just 
becomingembedded in .the calcifiedcementummatrix were 
observed in cel1ular cementum .. Tllese cells stainedmore 
intenseIythan celIspresent in theperiodontal ligament (Fig. 
31). Acellularcementum (cementoíd layer) was infeI1sely 
stained (Fig. 3J). Control sectionsy.'here pre--irnmune rabbit 
serum was used were negative (Fig. 3K). ather human 
tissues, suchas brain, Iíver, largo intestine,pancreas, kidney, 
spleen, aorta,tendon,Jemur, rib, and osteosarcoma, 
immunoscreenedfor the expression ofCP, revealeano 
significant iÍlullUnofhlOrescence (not shown). 

Imm uno$tainíng Cíf CementoblastomorPeriodontal 
Ligomeht, andAfveofar Bone-derived Cellsíri vitro 
Intense irnmunoreactivity of CP was observed in the cytoplasm 
and cm the cel! surfaces of cementoblastoma-derived ceIls (Fig. 
4A). Positivecells represented approximately 95% (94.7± 2.6); 
Inperiodontal Egament cellcuUures~ 5.8 ± O;9"locelIsstained 
with the anti-CP antibody {Fig, 4B).Cultures of alveolar bone~ 
derivedceIls werelargely negative, and tbey contained t4 ± 
0.6% positive cells (Fig. 4C),Gíngival fibroblasts were 
negative (nol shown): Negative controIs where non-írnmune 
sera were used as a fu:st antibody werenegative (Figs. 4D, 4E, 
4F for cementoblasíoma, periodontalligament,and: alveolar 
bone-derived cells, respectively). 

DISCUSSION 
The results ofthis study indicate that c.ementoblastoma-derived 
c.eUs·. produce a 56-kDa. protein. CP was shown· to promote 
atti:lChmentof ~riodontalligament cells,. alveolar bone-derived 
cells,. and gihgivalfibro{:¡Ill$ts in a dose-dependent manner, The 
56-kVa proteinpurifiedfrom cementoblastorna-derived cells 
condití0lled)JÍed:iUIT! wás used to producean anti~CP antibody. 
Thisantibody didnotcross-reactat the immunoblotting level . 
with. any majorextracelIularmatrix cOJ;nponent ofperiodontal 
tissues, namely, collagentype 1, FN, BSP, andOPN . None of 
thé osteogenie and notl-(,lsteogenic humantissues cross-reacted 
withthe anti-CPantibod:r' Furthermore, antibodiesagajnst FN, 
OPN, BSP,and collageIl type Idi4 noí cross-react witlJCP 
preparation, indicatingthlJtcell attachment is due to el'. Tbese 
findingspoint to thespec:ificity of the anti~CP antibody to 
cementum .and cementoblastic lineage. 

Anti-CAP monoclonal .antibodies havebeen shownto 
recognize thepementoidphase ofhuman·cemerítum as weH 
asa .fewcells located .within th¡::cudos.teal spaces óf hUman 
alveolarbóne(Arzate.et al., 1 992a) .. the present. study 
demonstmted that.CP isdistributed t,hrot)ghout the entire 
root surface, including ceUular and acellular cementn,m. The 
CP antibody p0sitively stained celIslQcated near fue blo~d 
vessels in the perio<;lontalligament. Incertainareas,clumps 
ofpositively stained cel1swhich werelocalízed .bétweenthe 
bloodvess.~lsand active cementoid. formation were 
observt;d.l.'hese clumps l1lay represen! expanding~l(.me~ uf 
the cemén.toblastic lineage. This assumption isfurtlJer 
supportedby a series of previous reports~First, the workbf 
McCullochand Melcher (1983) indicatesfhat the progenitor 
pool in the periodontal ligament is located ¡nthe 
paravascular zone, whente celIsmigrate. t()ward theit: tar~et 
tissues,cementum, alveolar bone, and periodontal·ligament. 
Second, the wQrksof Liu et al; (1997) and Bar-Kanaet al. 

. (2000) demonstrllted that there was a direct correlation 
between the capacity ofperiodontal Iigament-deríved 
progenitor clones fo bind CAPand express CAP in culture 
and. their capacity toproduce mineralizedcementum-líke. 
tissue in vitro.Analysis of thesc.c6Uectíve data suggests fhat 
thecementoblastíc lineage expresses CP during itsgrowth 
and maturatíon, both in vitro and in vivo, .and fhat ep might 
be .a key factor in thes.e processes. Thiséoncept is supported 
by the findings of McCulloch(1985), McCullochetaL 
(1987), Melcher et al. (1987), and Langet al, (1995), who 
dcmonstrated that cells from the endosteal spaces ofthe 
alveolar bone migrate through vascular chaimels ¡nto. the 
periodonta.l ligament and contríbute t9 the paravasc.ular 
pool. They al so showed that alveolar bone~derivedcensare 
capable of forming cementum-like tissue.in vitroand in 
vivo, suggesting that at least sorne ofthe early progenitors of 
the cementoblastic lineage originate in theendostealspaces 
of the alveolar bone. 

In {be present study, we found that 3% ofalveolar bone 
cells stained positively for CP in. vitro,an<l. tbat sometells 
lining the· end.osteaI spaces ofthe alveolar bone an.d .the 
vascularchannels also stained positiveIy for CP; Ii' it is 
assumed that CP is a marker forthe cemelltpblasticHneage, . 
then the resulrsof our study strengthen thenypothesis that 
progenitors originating in the alveolar bon.e cootribute to. the 
cementoblastic lineage, 
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lnthecement9idphase, cementablasts justbecoming 
embeddedjn the CementUm matrixand cementacytesstained 
more intensely thanthe cem~Jltoblasts Iiníng the cemerrtum, 
indicatil)g that cementulll rnatrix formatíon anq maturation··are 
assocíated withCPsynthesis and secretion. Since the 
calcificatioq-ofcementwn has beenl'ostUlated to be under .the 
control of cementoblasts lining thecementum andfre'Shly 
embe~dedcementocxte~, ifispossible that CPplays an 
important role in the. mineralizatíon process ofcementum: 

Western blots$hqwed·thatconditioned medium·from 
cementoblastol'na cells and periodontaJ Iigament cellscontained 
anantigen that cross"Feactedwith anti~CP antibody. However, 
thisantigellwasrrotdetectedin alve91arhone cell medium. 
Thís ma)' be dlle ro the smallamount ·of proteiri lOaded· on gels. 
The poor yield fromimmunoaffinity chromatography may 
reflect 10w levels of CP production in thesecultures, and that 
only3%ofthe cells produce CP (Fig. 4C). Nevertheless, these 
resuIts indicate that osteoblasts andosteocytesdo not express 

· CP protein,in vivo and· in vitro, and. that cementoblasts and 
osteoblasts .are therefore phenotypically differenL This 

· statement is supported by. re.cent . findings which revealed that 
the míneralizetÍ matrii deposited by putative cementoblasts ls 
mwpbologicaUy,composition.al1y,· and ultrasttucturally 
different from that deposit~d by human álveolar bone~derived 
cells in vitro and human bone marrow. stromai tells (Anate ~t 
al., 19.9.8,2aOO~ Grzesik e( al., 20(0). Analysis of these . data, 
togetherwith :our pre"ious work onthis cellJíne, demonstrates 
lhat.cell populations with .cemel1toblasticphenotype have the 
capacity toproauce.a protein (CP) thatis immunologically 
related lo. CAp,.sinceamonocloIíal.antibody against CAP 
• cross-reactedwith CP asa 70-kDa species, However, at this 
pointit ls not c!ear whether the diffetence in molecular size 

· between these twospecies is due to differences. in post­
translationalprocessingof the proteinorwhether the '70~kDa 
specié~ istheprecursor of CP. $ince othermolecules such as 
BSPhave multiple molecular fOffi1S (Mintz el al., 19.93) and 
CAPhasalso been reported as a 65-kDa species in the 
developing tooth· germ (Saito el al., 2001 ),the possibility that 
CP and CAPcould be ry"lated molecules appears valido In 
suromary, thesestudies demon.strate thatCP .is widely 
distributed ihroughout cementllm, has. (he capacity lo identify 
putativecementobhistic populations both in vivo and in vin'o, 
and is immtlIlOlogicaI1y n!late.d to CAP. Our studies also 
írrdicate that .antíbodíes to CP could be usefuJ to identífY these 
populationsand to eluCidate the cellular andmolecular 
mechanisros.thatcontrolcementogenesls during homeostasis 
and wound healing. 
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ABSTRACT 
. The nature andcharacteristícs. of the mil1eralized~like 
tíssuedeposited by cementoblasts .are not well,known 
duetothe difflculti¡;)S in obtaining andculturing eells 
tepresentíng .. the cementum phenotype .. We 
hypofuesized lhat a . putative eementoblastíc .. eel11ine 
deriVedfrOlÍ1 ahrunan eementoblast{)ma comd serve· 
asasuitable model tostudy the phy::;ical,chemicaI, 
aridmorphological features· of the. eementumc]jke 
1;jssuedeposited in vitro. The cementoblastoma ceH 
Une was studied hy~ransmission .. electron,. h~gh 
resolution,scanníng, and atomic force míCroscopy 
I>?ocomparedwithhuman eelIularcementUIn, human 
bsteoblasts,and humanaJveolar botte; The ánalyses 
bfthe:Cl)'Stalsandmineral~liketissúe in the ce1l1ine 
wereperlofllled byNay diffraction rmcroscopy and . 
energy,-dílfopersive x"ray m:íero-jlna:lysis,TEM 
examinatioÍ) ofcementCb!astóma ceHs revealedthe 
(preseneeofelectron-dense intracel1ular vesides . 
sti¡-rounde4 by a l11embrane that. ctmtained filaments 
.ándneedle-like structures. The diffraction patterns 
obtainedfrOll1the intracellular material and human 
cel1ularce11lentum were similar, WÍ:th D,spaeings uf 
336and 2:8,consístent with tbose of hydroxyapatite 
(3.440 and2 .. 814).The composítiQl1 ofthe mineral, 
hke tissue.had .. a Ca/P ratio of. 1.60 for 
cementolJlastomaceHs and 1.97 for humancellular 
cementum, Na (5.29%)and Cl (1.47%)werepresent 
in th(;'! e{)mPosltion ofcementobJastoma ceUs.Human 
cellular eementum additionally contained Mg 
(4,95%). Osteoblastic cens· showed a: Ca/P ratio of 
1,6280. Na represeúted4,52% and el 1.22% ofits 
cotnposition. Huwan .alveólar lxme had a' Ca/P ratio 
valueoH.OL Na (6.63%), Mg (2.10%), and el 
(0,84%) \vere also presento Al1 samples examined 
rePresented biologicál-type hydroxyapatite. Bascd on 
theeompositionaIandmotphological' fcatures, these 
tIndlngs ipdicate 'tlillt, cementoblastoma-derived cells 
expressthe numan cellular cementum phenotype. 

KEY WD.RDS: c~mentoblast, osteoblast, minera!iz,. 
atlon, hydroxyapatite, and cell culture. 
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Electron Microscopy,Micro"analysist 

and X~ray Diffraction 
Characferizcation oftheMineral-Jike 
TissueDeposited·,byHuman 
CementumTumor-derived Cells 
INTRODUCTlON , , 

e ementoblasts are believed to be derived from multipotential stem cells in 
the endosteal spaees of the paravaseular vesseIs of the alveolar bone 

(McClll1och et al., 1987). These stemcells have the capaeity oí self,.renewal 
and,under the· influence ·of unknown· factors, are tpought togive rise· to 
progenitors of ea eh cen type. that eomprlse the periodontium, suehas 
osteoblasts, cementoblasts, and periodontalligament.fibroblasts. (Godd et.al., 
1977). Cementoblast progenitor eells haye been found in the.paravascular 
zones in the adult períodontalligatnent ofmice (McCuUoeh et al., 1983; 
Meleher et al., 1987), although mice do not constitute a parallel mode¡ for the 
stl.ldyof cementogenesis in humans (Bosshardt and Schroeder,l 996). 

Cells representing thecementumphenotype have notbeen isolatéd and 
propagated in culture, due in part to the lack of a cementum biologicalmarker 
and in pan to the technical dif±leuItiesinobtaining apure <pop~lation. of 
cementoblasts.Theconditionsnecessaryto isolatecementoblasts have not yet 
been established, although severa! att<;tuptshave beentnádeto obtain a 
population ofeementoblasts. andeulfure themin vitro (Arzatee! al., 1992a; 
D'Erricoet al., 1997; Grzesiket al., 1998;MacN~il<?( al" 1998). We recently 
proposed an áltemative approach to obtain cellsthatexpress the.cementoblast 
phenotype. Cells from a hUinan.cementoblastomawere ísolated. ThísceU Jine 
may represent a c1on<;ld ceU populationofhuman cern:entoblasts. Preliminaryin 
vitro studieshave shownthattl).ese cells expressed se"eral markers associate.d 
with mineral tissue formation, suchas alkaltnephosphatase {AIP) and 
osteopontin (OPN). Importantly, the cemehtpblastoma~derivedcellsexpressed· 
cémentum attacbmentprotein (CAP), wbichis restrieted to cementum (Arzate 
el. al., 1992b) .. The préliminary data· showedthatcementoblastoma,derived 
cells deposited mineral.,like tissue in vitro"and had characteristics difIerent. 
from tbose .ofhuman alveolar.bone cells in vitro(Au..ate el .1998).. . 

Since very littlejs knownaboutthe nature .ofthe mineralized,like tíssue 
producedby cultured putatíve cementoblasts" tllispresent work was designeo to 
study theultrastrueturalcharacteristics.of c;ementoblastoma-derived celIs andto 
investigate boththe eharaeteri::;tics and the natuJ:() ·ofthe minerál,liketissue formed. 
by these cells. 1he findings were cOll1par:ed with .those of humancellular , 
cementum, human osteoblastic-derived ceUs, .and human alveolar bone. The 
characterization and analysis were perfoqned by transmissionelectrolI 
micro$coPY (TElV1), higb--resolution transmjs~ioneJectron microscopy (HRTEM), 
scanning electron míctoscopy (SEM),atomic force tnieroscopy .(AFM),energy-.. 
dispersive x-ray micto-analysis (EDX), andx~ráy difffaction mÍ(CfOSéopy (XRD). 

MATERtALS & METHODS 

Cen Culture 
Human cementoblastoma. and alveolar bone specÍmens were obtaíned according to 
the protocols approved by the Intema] Review· Board· {lf th~ School of Dentistry, 
I\ationaJ Autonomous Unive,sity of M~x¡co. Human .alveolarbone aud 
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cementoblastoma-derived cells were obtained from a 38-year-old 
male patfent witb a mandibularcementoblastoma. The asteoblastic 
andcement(}blastoma-jierived· cells were cultured by the expIant 
techniq~edescribed elsewhere(Narayanan and Page~ 1916). cens 
wereculturedin Dulbécco's modified Eagle's medium (DME11) 
(Sigma Chem. Co., S1. Louis, MO, USA)supplemented witb 10% 
fetal bovine serum (FBS) and antibiotic soludon (peniciHín 100 
UlrnL, streptomycin 1 00 ~g¡mL). Contluent mqnqlayers af cells 
werepassaged by tryps¡ni~ation (Trypsin-EDTA, Gibco 
Laboratories, Grand Island, NY, USA), washed with fuIl medium, 
and reculturedin75"cm2 tissu<! culture flasks inahumidifíed 
incubator at 37°C inanatmosphere of 5% CO2 · and airo CellS at the 
2nd passagewere used for all experimental procedures. 

Atomic Force Microscopy(AFM) 
AFM was used to detern:iinc tbe morphology and homogeneity of the 
mineral-liketissuedepositedby cementoblastoma-derived and 
osteoblastic cells. AFM (Park Scjentifi·c Instruments, Santa Barbara, 
CA, USA) was u sed wítb an AutoProbe in. contactand constant mode 
{5 nanonteters). Cementttm tumorand osteoblastic cells wereplated 
at 2 x 1 Q4 in 24-welltulture plates (Costar Corporation, Cambridge, 
!víA, USA) OI1toa silicon (J,I, 1 )mQnocrystal substrate and cultured 
for14daysin DMEM supplemented with 10% FRS, antibiotics¡ 50 
~gÍmL aseorbic acid, lO mM of ¡l-glycerophosphate;and 10,7 M 
dexarnethasone. We morutored fue cultUres at 3, 7, and 11 daysto 
dctect c¡llciumsalt precipitation in fue culttlfes by using Alizarin red 
S staining at pHA .. !. The medium waschanged every other day.After 
14 daysofincubatíon, osteoblastic and cementoblastoma-derived 
cells wete nnsed tOree. times witb ice~old phoSphate-buffered. saline 
(PBS); culture plates.weré fixed insítubythe addition of70%ethyl 
aÍcohol and air-gried:To reveal simílaritiesbetween tbe human 
cem:entur¡ltumor ceUcuitpres and humancementmn,we processed a 
piece oi' 3-mm2 oí human cellularcementum as described aboye for 
exandn¡¡tionwítbAFM. A pieceof human alveolar bone(3 mm2) 

was also examined with AFM to show differenceswitb human 
cernentum andcementoblasrorna-derivedcells. 

Eoergy.dispersive X'"~ Micro-analysis (EOX) 
Tbe< compqsition of tlle mineraI-like tissue formed by the 
cementoblastmna-derlved arid < osteoblastic cf;lls. was analyzed,. Gells 
wereplated onto a silicon (1,1,1) monocrystal substrate at initial 
density 2 x 104 in24+well platesandcultured for 14 days in DMEM 
supplemented Witq.lQ% FBS, antibiotics, 50~gfmL ascorbicacid,IO 
ruM of ¡l-gIyf."!erophosphate,. and 10.7 M dyxarnethasone. Tbe cultures 
werean1;tlyzed by meáÍls of.a Leica:.cambridge 440scanning electron 

. mícrosc()pe fitted with a Pentafetenergy-dispersive x-ray micro­
anaIysis rnicroprobe. Afte~ the cultures were termínated, .tbey were 
washéd with PBS,fixe.d in 70%ethyl. alcéJl:101. and air-dried. The 
sur:fuces .0f thecuItures as well as the ·lnuna.\lcellular cementum and 
humanalveolarbone werecQvered.witb a mmgold filmaboutlOO 
nmtbick, toavoid elcctron disturbatices thateouldaffectmicro­
analysis and SEM images. AH analyses wereéarried out at 20k V fur 
300 sec (Cuisinier etal., 1991; Van Dijk etal.,.1995). 

Transmission ElectronMicroscopy (TEM) 
Cementoblastoma-derived cells were p lated at 2 x 104 lnitial denslty 
in DMEM supplemented as described above in 24-well culture 
plates: The medium was replaeed withfreshmedium every otber 
da]', andcuJtqreswere keptunderthese.conditionsfor 14 days. 
They were then briefiy \\i<,!she¡;l with PBS and Jíxed first in siro. by 
the addition of2.5% glutaraldehyde(buffered at pH 7.4 with 0.1 M 

sodium cacodylate)at 4°Cfor 30 min,Second, thecellswere.fixed 
with 1% 0804 inQle sarue buffer atA9C forJhr. The¡;amples were 
then dehydrated briefly in ascending coneentrations ofe,hyI 
alcohol, followed by propylene oxiae as a clearing agent. Cultures 
wereembedded in epoxy resino Semithlnsections about 2 ¡.Lm th1ck 
were o{}tained and stained witb. tolllidine· bIue forlight Ulierostopy 
orientation. Ultra-thin sections (abou! 80 to 90.nm thid;) cutw.íth.á 
diamond knife (Diatome, Biel,Switzerland) were·moUl1ted on 
Formvar-coatedI50-mesh copper grids arrd examined witliand 
withouturanyl acetateand lcad citrate (\J-Pb) staining. Examinatiop 
and recording were performed wítha Phillips201anda JeollOQ 
CX fitted with art SEM unity (STEM). A mOL 400EX 
transmission electron mieroscope was used for thehigh-rcs01ution 
analysis of the cultures. 

Selected Area Diffradion Paftemsby TEM 
Tú revealtbe formed mineral phase, we used selectedareas of ultra­
thin and unstained sections, mounted as describedabove,.for 
electron diffraction and .nanodiffra.ction techniques ... l);:spacings of 
diffraction patternswere calibratéd against toose oí thegold 
standard obtained with ídentical·difftaction conditions. The mineral 
pbase was analyzedby means ofa JEOL 100 CX analytical 
transmission micrOscope, MI analyses wcre performed a! ] 00 kV. 

RESUlTS 
T ranSlllission SectronMicroscopy ]TEM) 
Light microscopy monitoring, together w¡'th Alizarin red :S 
stainiJ1g,showed that .cementoblastoma-dedve;;d ~eHshad 
formedthe frrst mineralízed structures (nod¡¡.les) aftee 4to 7 
days in culture. The TEM examinationrevealed th.at 
cementoblastoma-derived c.élls contained all the cytoplasmic 
úrganeUes characteristic of protein synthesisand seeretion, 
Arrays of roughendoplasmic ~eticulum we¡;edísposed around 
the nuclear membrane. Golgí complex was.obserndin 
perinuclear areas. Primar)' Iysosomes and tn:Ítochondria 
predominated in variouScytoplasrníc areas{fig. IJMefubrane­
bound vesicular structures were fourul intracyHularly (Fig. 2). 
The vesÍc!es hadround to oval shapes, with diameters of50 to 
1(}0 .nm. The. vésícles .were electron-dense: Filament and 
needle-líke crystals wereobserve<i in the vesicles(Fig; :2 inset). 
Examinationof these n~ocrystals at' highcr resolutiQn with 
TEMshowedboth bomogeneous andheterógene.ous spatial 
crystalarrangements (Fig. 3). . 

Electron Diffraétiorl<Jod EDX Micro-~:malysis 
SeIected area.diffraction patterns from únstained sectioDs ofthe 
eementoblastomacderived cellsWereóbtained fo)'the analysis of 
rrüneral deposils at 14 days of~ulture,. Because of thenanosize 
of the f0rmedcrystals, theyrevealedpauems of concentric 
double rings. The inner Qr:mblc rings representD-spac¡rig (3.:)6 
and2.8, respeetively) varues consiste[¡t wíth· those of 
hydroxyapatite (3.440 ¡lrui2.814)(Fig. 4). TheseD-spacingsare 
inagreement witb those registered from .the HRTEM images as 
shownin Fig. 3. 

X-¡'ay EOX Mic:ro-anolysis 
The Ca/P ratio and compositiQn of the mineraI-like tissue 
deposited by cementoblastoma-derivedceHs revealed 
prominent energy peaks for calciúm and phosphorus similar to 
those for biological apatite (Fang el al., 1994). 
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. figure h ...•.. ·micro.eraph of oéemEmtoblostomo-derived cen 
hoving o oucteuswilh ,diltusedheterochromotin ondcyloplosm wilh 
rough.eodoplasmic reticulllm, voriousomounls o.f mitochondrio, ond . 
Golgi complex.12;230X. Bore 2.5 ",m. 

C~Ip.~ntoblastorna-d~riv~d cells had 36.64 and 22.48 atornic 
percentages pfCaand P, respectively .. Other elern,~nt~ such as . 
Na (5.29%) .ana (:1 (1.47%)were present in its global 
cOlÍlposition.Human;cellulat c~rnenturn revealed Mg 4.95, Na 

.. 8.43, C12.92; P2&.18,and Ca §5,52atomic perccntages in lts 
compositíon. The CalP ratio values (L6056 for cementum cens 
and 1.9700 for human ceHular cementum) correspond wel! with 
thebiologic,al hydroxyapatite value as determinedbyEDX. 
Osteoblastic cellsshowed)4.2 and 21.3 atomjc percel)tages 
C.aan(l P, respective1y, Wilb aCa/PratioofL6280. Na 
represent~d4.52.and.CI 1.22 atomic percentage ... Human 
alveol¡ir bone hadNa 6.63,Mg 2.10, CI 0,84, P35.33, and Ca 

¡"¡ídrh"r,~sollú!íc)n lroosrnissiol1 eledron microscopy (HRTEM). A 
cementum cells s¡'o.,ying o heierogeoeousand 

orrongemeol of hydroxyapatile crystdls. Bar = 50 nm. 
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FiglJfé 2. Electron. micrcigraph of. cement9blastotila-derived <:ells· shows 
intracytoplasmic electron.dense grtmuleswith o rough shape:14,OOQX. 
Bar = 1.0 jl.m. Introcellular veside sunrounded by a membrone. Note 
filamentond n~dle-like structures insitle.the vesjde{inset¡~ 30,OOOX. 
Bar =- 0.3 fJ.m.· . 

55.11 atomic percel1tage in its composition, Human alveolar 
bone had a Ca/P ratiovalueof 2.0 l .• Both osteoblastic cens and 
alveolar bone· values eorrespond· to .those. of biologícal-type 
hydroxyapatite as detennincd byEDX (Figs.5A, 5B). 

Figure 4 •. Elecfrondiff'ractforl pottEln1from ~inerálí'z:edinlrQCenoJlar 
vesidesobserved incementoblastoma·deriVed ceHs. 
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figurE) S .. (Al Represehtativeenergy-dispersive x-ray micro'anolysis 
spectrum <;>f minerolized or~os ofcementoplastomo-derived anc! 
osteoblostic cells culturedon asllícon[ 1 ~ 1,1) substraje, showing pfominent 
peaksof colcium ICal,phosphi:írus ¡P), ond peaks representing sodium 
(No) onc! chloride (CI). (BIHuman.ce Iulorcementum and human alveolar 
bone oc!ditionoUy presented o peak oF mognesium IMgI in íls global 
composifion. 

*"rayDiffr«tionAndlysis 
The crystallínity of the míneralization process. was. evaluated by 
x~raydi~fractioJ1_~,ll1inera~dep;osited pycementoblastoma­
deriv~censshoWédf~ystallinitY withboth non'-h\,mogeneous 
(2~1,J, 2,1,0~2;O,1,~tc.).and prefe¡:~nt¡aIorientatiori. (2,1,0) of 
hydroxyapa!i~.cry~taUiteS., Tbeheterogeneolls di ffmetío.n 
patteu,OOfalnedfium bot~cementobláStó~-derivedceHs 8lld 
hUman celltdar .ce~tumsh(W{ed a differi.mti~l. organization· of· 
themineral phase (Fig. 6A),Thew;eH·defil1ed diffractión peak 
obtained fr?mthee"ementop;lasto;ma:deri ve4 .~eHs and human 
cellulareemeutl.lm· reS.embles· a . textUred pre:ferentially oriented 
an(l.hornoge~~Iayerof mineral (Fig,. 6B) .. · Bothpattems wete 
index.ed with ilie, h:ydroxyapatite standard pattJ?;IDs ofilie JCPqs 
(Joint. €;omm¡tt~ On rowder. Diffraction' Standards No. 9-43.2 
file forcalciumhydroxyapatite) (JCPDS, 1:998). - . . . 

Atomi¿For(e~icro~Opy 
lhe mmph()Io~,of .ilie mineral d~osited I:wcementopl3Stuma- . 
derivedceUsculture9:9liID a.silicol1 (1,1, Í)h1onocrystal sl.iooirate. 
tevealeasmaU,giaIJ.u,lárparticl~s( i #=05fLm). andhighly 
crystalline plaqueswj~neetlle~Hke mQ~hoh~gy.(35 ±J5fLm) 
forb0til cementoblªst()fua~deriYe:d cells,andhuJIl.!m cellular 
cementum,Ce~.enttt!ncen ,cultures. andhuma,ncel! ular 
cement.uilltihowed ¡tlayered strlic,tu,redemarcat~by 
inúemental celllines (Figs. 7A~7B,respectively). Thecrystal 
morphology revealeathe submicron ·s.ize (0.2 ¡.Lm) of tbe 
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Fi.9.ure ? A repr~senfative a~s. of the~ryslallini!rby ,means offhex-rCJ>' 
diffrochoo. techmque frommlnerolized areasof cementoblaslamo'c!erivei) 
cells ond human cellulor cemenlvm, showing !he XRD PQHem ·With, br<;>od 
peaks,indicoting (A) heterogeneaus .grainsize ond{8) a beltef crystollinity 
with (2,1,01 preterenfiol orientofion anC! homogeneoOs. crystóllites. 

gIatlular sl?hericaI particles that form the agglomerates (Fig. SA). 
The frontal needle-Iike crystals liad a grain submicron size 
ave~age about 0.5 ± 0.3 ¡.Lm (Fig, 8.a). Human cellularcelllentum 
revealed. similar hydroxyapatite crystaI ma.rphologY. They 
showed agglomerates witha grailUlar disposítiol1 that resembled 
that of fue cementUm tumorcell cultures. The micrósi7~ of the 
granules observed in human ceIlular cementum was 
heterogeneous • to·. a si7,crangebetween. O;2.¡lmand.O.OOl ¡.Lm 
(Figs.8C, 8DJ OsteoblasticceI!s showedn.eedle~lík.e' crv~tals . 
orientedperpendi cular to~he s,iHcon· (1,~, l}1n(Jp.~c;ystal 
substrate and prganized jl1plaq~e~tike structureswitba size 
muge of 2.2±.().3 ¡.Lm.Human alyeoI(1rbone hadwelI-oriented 
lOllgítudinal crystals wíth a Stt:e~~~~twet;n 2.Dand 4,0 pem, 
and w¡tha lamella~pattern.(Figs.g:E",8F,I"espectively). The 
examination of t~e ce1l1entobl~to#-denvedcelIcultttresiWith 
SEM revealed minenilized afell'S whicli )Vece '. fornica by· 
agglomerat~s of h01nogeneous size",ith spbCfÍcal~m;jrillg;,.l*e 
shapes (Fig. 9A). Humanc~Uula¡-ceIl1enturn~liówedshpilar 
agglomerates ofbeterogeneotjssizeand moiJih<>~ogy (Fig.91C1).' 

DISCUSSION . . -' . 

Human cementQblastorna .. deríved censshowedni~lJ1bl"an~ 
bound intracellular vesicuJarstructt¡res after14 daYRineultrlre .... 
The vesicles showed heavy eleétron~dense mltrerillized material 
tbat contained filaments ami needJe-líké crystals. Thefunctíonof. 
these vesicles isstill obscure. However, it i~possiblethat they 
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Fi9ur~7dAlNMth¡-ee-Climens¡onolimage.s showedlamellar arrangement of themirreral-like ¡issueformed h)' 
cemenioblastoma'derived 'celk(BLH~man ceUular cemen/um. showingsimilar spofiol disposition ofthe mineral 
agglomen;~tesJ?ndqISQparollelalignment of ¡he mineral plaques. ¡CJOsteoblastic ceHs showed . longitudinal 
neear¡¡·\¡ke arrongement CíE fheapatitacrystak (D) Human alveolar bone showing opotite crystols oriented similar 
ti:> ¡hose observed in osfeoblostic cellcultures. . . 

inítial mineralization 
site, Italso suggests that 
intrac~llular caleillm 
playsasignifrcantrole in 
lllatrix ,ealcifieaiion 
(Sa8agawa, 198E). It i8 
possíble tbat, dutíng 
ce m en to'gen e;sis , 
ccmentoblasls liberate 
CalPstoring vesicles 'by 
physiologieal' celldeatn 
tóinerease theamount of 
mínerálconstituents at 
sites of mineraliiation, 
and that those crystals 
e.ould serVe as initial 
extrl'lcel1ular nucleation 
eenters for hydroxyapatite 
crystals. (Zirnffierm'lmn et 
ál., 1991; Zirnmyrmann, 
1994). A1though tbe 
illlportanee of cell 
neerosisínthe proeess of 
minerallzatiol1 ii; as yet 
unelear,it .is· important 
to note thata seeretlon 
proeessfrom these 
vesicles was: not 
observed. As shownin 

.' the AFM ¡mages, the 
miIieratacellnü¡.lation 
had morphólogic1d 
prócesses rangirig froro 

rcpresentCWPstonng mitochondria (Lehninger, 1970; Matthews 
el al. , 1970; Brighton and Bunt, .1916; Appleton and Morris, 
1979; Lándis etal., 198ú; Wuthier; 19.82)_ This concept ls 
support~d,. sinee thecalcium complex isloeated predominantly 
.in mitoehondria as well as in eell membranes, andrepresents the 

amorphous-globularto 
c.rystallílle fílamentsand needle-like m?rphology.From these 
results, we assúme that tms transformation phase tákes place 
withinintraeeUularvesicular struetures. Tbisfindingprovido:s 
additional cvídenée that initial mineralization requiresa micto­
environment limited by a merobtane (vesíeular)strueturederived 

IToro the cells:Thls 1S nor a unique. 
finditig, sinee intraeellularvesicles . 
have beenobserved in osteoblasts 

Figúre8. The morphologicfeatures 
obtained by atomi<:fórce· microscopy 
showed· tha! IhecementobJostoma 
cells am:! humanceHular~eme,olum 
li1ineraldeposits",6\e composedof 
large agglomeratesoftíny submicron­
size granularparticles (AondD, 
respectively). Otheir mineralized areas 
showed large plaques with sorne 

needle-lik. e. a. n8 ... sma!.lgro.nula.f. po.m .. ·d.es. 
(B. ande, for cémenfoblasfoma-derlved 
cellsand human.celluIar cementutn¡ 
respectivelyl .. (El Osteoblóstic9~lh 
showed needle:like crystals oriented 
,perpendlevlar lo the silleon {l, 1,1. J 
monocfYstal s4bstrate and arganized 
inplaque-like structures wilh micron 
size partides. IFI Humonallieolar 
bone hád well-oriented longitudinal 
crystols with a mitronsize rangeand 
witha filóment-Hke pattem. 
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and associatedwitb transitional 
stages betweenmitocnondria and 

. intracellularves:icles surrou:nded by 
double membnínes (Volpe·etal., 
1988). The occunenc.e of 
intracellular vesicles· has alsob.ee(t.. 
observed. i~ odontoblastsali.d 
associated witb· the mineralizitUD'Íl" 
proeess (Hayasbi etal." 199~rAFM 
imlÍges and x-ray EDXmicro.~ 
analysis ... demonsvated·. . that 
cementoblastoma-derivedc~ns. and 

. human cellular cementumbad 
cOlIlpositional andmorphologicaL 
features in common. Both showed 

Figure .9. Mini3rqlízed .. . ...... ob~erved by SEM iil (A} cementob!ostomo-clerivedcellsOfld{())humqn 
cellolar cementUmi showing spherkal ond ,ing-likeshapes. Bar e 100 ¡.¡.m (A)ond 10 .¡.¡.m{BJ. . 

similar compo.!\Íti{)n and CalP taHos. lmportant1y, the 
cementoblastoma-derived cells produced bi:<.>logicaJ-type. apatite. 
The morphologícal features oQserved in .. the cemimtoblastoma 
cultUres resembled tbose of human cellular cementum •. Crystals 
atld a layered structure demarcated by incrementallines wen;: a~o 
evident. This lameUar pattemischaracte!istic9f hl,lIDancelLular 
cementum (Yamamoto etal., 1998).Ostepblastic cellsand human 
alveolar bone showed needle;olike;~ry~talswith .1ongitudina.I 
arrangen¡:ent of .the mineral-like tissu·é. However,. th:e 
Il1mphological fe<lturesobserved in human.o*obl¡¡stic cells and 
human alveolar bone were clearly differentfromthose observed 
inhumancementqblastoma~derived cellsllitdhmna,ncetlular 
cementum. An ilIJ,portant firiding in the osteoblasnc .. ceUs and 
cementoblastoma-'deti.ved cultures was that they donot baveMg 
in tlleir global. composiHon .. Wecould thus assume that 
magnesium couldinteract in .ihe formation,stability; and 
tpatmation of biologicalhydroxyapa,tite and related CaIP ratio. 

.1bis could explain tlIe.lower CaIP· ratio value.s oblained from the 
cultures when compared with those obtained from humancellular 
cf;mlentum and álveolar bone (LeGerosand Kojkowska, 1989) .. 

lt hasprevi~usly\:leendemonstrated tl.¡a,tglobular-like 
structutes, whicb representinitial nucleation centers of 
hydrqxyapatite cryl'1tals, are ·localized intraceUularly (Arzate él 

al., 1998). XRD imáges showed. both a heterogeneous a,J;ld 
homogeneous prefer~tial orieptation of hydroxyapatite crystals. 
Asimilar spatialarrangement ofhydroxya.patite crystals was 
observed in humaIl~ellular tementum.Theorganic structureof 
the mineral-like. tissue.furmed by thec.ementoblastoma-derived 
cells was shown to be granular and needle-like. These feafures 
matched· those demonsttatedin humancellúlár cemeritum 
(BóntÍcd, 1971.1987 ;Go IdJ,erg et al.,! 980; Bishopand 
Warshawsky, J 982; Hayashiet al., 1986;Hayashi,J985, 1989): 
The composítion,morphowgical appearanceof!he mineral-like 
tiS$Ue,and sizeana. shape of the hydroxyapatit<? crystals formed 
by eementoblastoma-derived ceHs, when compared withthose of 
humancelIularcel11entum, s6:ongly support the oontentíoll that 
themin.eraI-líketissue fqrmed by the cementQblastoma~derived 
ceUs ishuman cellularqementum,producedin vili·o.In the 
culture systemrepGJ:tedhere and in out culture condítíons, 
cem:entoblastoma-derlved and osteoblastícceUs weJ'eable to 
grow ~d differentiatewhen. they were platedontoa silicon· 
monocrystaI substrate. In. addition, they were.able .tQ produ<::e 
bioI()gical--type hydroxyipatite, However,when plastiésl.Iostrate 
wasused, there wasana.bs~nce ofNa andel inthe.global 
compositiqn {Jf the mineral-like tissue depos.Ítfid by lhecells. 
This suggests that thesubslrate influenced the secretory 

properiies oflhe eells toproduce bíological-typehydroxyapatÍte. 
This culture system, then,couldbellseful to stúdyhowthe 
inductors-preCUISOrs of the. mineralizationprocessinfluencethe 

. morphology and cOOlJ,?osjtiou{)f mineralí~ed~1iketissue.:rbe 
e¡~tron: diffractjon patteros ofthe intra~ellukarmíneral;deposits 
sho~ed cOllcentric.illnerringsandlFspii~ÍIlgs identicalto· .. those 
of lÍydroxyapatite. Theseresultscleªr1y.'Show~ tllat.· the,crystals 
fooned in this systemrepresent. coinbin~ org,míc-inorganic 
structures, whichcontainasolidphase deposit,which isa 
biological~type apatite. The combined Qatafrom chf;mlical,x-tay 
diffraction. TEM, HRTM;electrondiffraction, and.SEM 
analyseshave allowed fot the predseid.entification ofthe 
crystalline components of the cemenfum-liketissUe depositeQ by 
the putative eeIllCOtoblasts andfrombumancellular cementum. 

We nave further characterízedthe qlttástructuralfeatures, 
natqre, and physical structure of tbe mineral· depo~ítedQY 
cementoblastoma-derived cells, which· appear to be aimos! 
identical to those characteristics of cellular eementum. Although 
cementum and alveolar bone cells share a commonstem ceU, 
{romthe morphological and. compositionaldifferences be~veen 
cementoblastoma-derived . and. osteoblastic cellsand from .their 
similarities to human cellular cementunl, our results,lead us to 
conclude that the céll1enh,blastoma-derived cells expressedthe 
celhdarcementum pbenotype. Differences between present 
results and those frorn other mineralizing cens may indicate 
rn()lecular variations in the mineraliza,tionpathways. A new 
approach to tp.e analysis of the three-diménsíomrl structme,fue 
composition.of the mineral-matrix. complex,; andthe 
arrangell1entof the apatitecrystallites .dU:ringthe 
cementogenesis procC!\sin vitrois proposed .. 
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