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NANOIDENTIFICACION DE BIONES ORIGINADOS A PARTIR DE FORMAS
FILTRABLES DE Streptococcus sanguinis.
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El Streptococcus sanguinis (Ss) (Fig.1A) es una bacteria grampositiva, cocoidea, que actia como
colonizador primario del esmalte dental humano, asociandoselo a la etiopatogenia de caries de
superficies libres. En su ciclo evolutivo origina espontaneamente formas “L” (sin pared celular): estas
son vesiculas fosfolipidica de 50 nm a 50 um, denominandose Nanovesiculas (NVs) a aquellas
menores de 200 nm (Fig.1B). Los BIONES (Fig.2), son complejos 6rgano-minerales, formados por
depdsitos de sales sobre una matriz organica (o ndcleo biogénico) compuesta de proteinas, albumina-
fetuinas, moléculas HDL, etc. Poseen alta afinidad por el Ca++y estan asociadas a calcificaciones extra
esqueléticas (calculos dentales, salivales, pulpares, renales, placas de ateroma, mamarios).
OBJETIVO: Evaluar si las NVs de Ss pueden actuar como nucleos biogénicos de calcificacion en la
morfogénesis de calculo dental. Procedimiento experimental: Las NVs de Ss se incubaron en caldo
Todd-Hewitt (TH) con solucién calcificante (SC): NaH2PO4 y CaCl2 3mM, durante 20 dias a 37°C en
anaerobiosis (Cultivo Experimental: CEX). Los controles fueron: cultivos de Ss sin SC, NVs con SC,
SC con TH y TH con NVs. Cultivos y controles se observaron por Microscopia de Campo Oscuro,
Microscopia Electrénica de Transmisién (MET) (coloracion negativa, con fosfotungstato de sodio al
3%, PH7), Microscopia Electronica de Barrido-EDS (MEB-EDS) (fijado 24hs en formol al 10%,
deshidratado en alcoholes ascendentes y metalizadas para su posterior visualizacion con Microscopio FEI
Quanta 200-EDAX). Se complementd la nanoidentificacién de nanoestructuras bioldgicas, con tinciones
de Gram, Giemsa y Von Kossa modificada. Los controles de EDS sobre vidrio fueron de muestras
puras de: TH, NVs y SC. Los controles de VVon-Kossa fueron extendidos descalcificados del CEX, con
HCI al 0,5%. Se efectuaron MEB de perfiles de calculos dentales fracturados y de perfiles de biofilm
dental (fijados en formol al 10% durante 24 hs, deshidratados en alcoholes ascendentes y metalizados)
Resultados: las lecturas de EDS demuestran mayor calcificacion en el CEx (fig.9); en von Kossa del
CEx se observa el depdsito de plata sobre las NVs (Fig.3). Las concentraciones de Ca++ fueron
respectivamente: en el cultivo de Ss: 3,85%; CEx: 6,05% y en Von Kossa: 7,07% + Ag: 3,58% (indice
de Ca fijado a las NVs). Al MEB el CEx exhibe conglomerados y predominio de NVs. (Fig.4). La
MET permite observar (Fig.5) NVs de 50-150nm con un contenido granular. Las coloraciones de
Giemsa del CEx (Fig.6) demuestran: reversion de las NVs a cocos tipicos y las NVs agrandadas por
depdsito de Ca++. Se observan NVs tanto en los perfiles de Biofilm, no calcificadas, como en los de
Caélculo Dental, calcificadas. (Fig.7 y 8). Conclusiones: Los resultados demuestran la capacidad de las
NVs de S. sanguinis de calcificarse. La matriz de NVs parece iniciar la mineralizacion del biofilm y
actuar como Biones en la formacién del calculo dental. Las técnicas de Gram, Giemsa y Microscopia
de Campo Oscuro son utiles en la evaluacion morfologica de Ss y NVs. MEB y MET-coloracion
negativa, son esenciales para el diagnostico morfolégico y de tamafio de los controles de Ss y NVs
puras. La tincion de Von Kossa y el EDS confirman el deposito de calcio sobre NVs de Ss y
secundariamente tifien el ADN del proceso de reversion a formas cocoideas parentales. La combinacién
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de diferentes tecnicas de microscopia demuestra ser atil en el diagnostico diferencial o
Nanoidentificacion de nanoestructuras bioldgicas.
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Fig.1A: S. sanguinis(Ss): coco Fig.2: Nicleo Biogénico que Fig. 3: Von Kossa del CEX.:
de 0,75 a 1um. Fig.1B: crece por aposicion de precipitado negro- de plata-sobre
Nanovesiculas (NVs), de 50 a minerales y materia organica. las Nanovesiculas puras.

200nm (controles de forma)

Fig.4: Cultivo de NVsen Fig. 5: MET: coloracién Fig.6: Coloracion de Giemsa.
solucion calcificante: Ss, negativa con Ac. Fosfotingstico. Incubacion: 20 dias con solucion
formas revertidas y NVs de 50-150 nm con calcificante: cocos cubiertos con
conglomerado de NVs contenido granular. precipitado de calcio.
calcificadas

Ca++: por Edax

Cultivo Ss+TH: 3.85%

Cultivo Experimental 6,65%

Cu Exp +Col VON KOSSA  7,07% + Ag: 3,58%

Fig. 7: Perfil de Biofilm de Fig. 8: Perfil de célculo dental: Fig.9: EDS coloracion Von Kossa
placa dental: NVs como matriz con NVs de la matriz (rojo). EDS NVs puras (negro). En
no calcificada. interbacteriana calcificada. el recuadro se indican los

porcentajes de Calcio en las
muestras respectivas.
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