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importantes en la vida de las bacterias ocmo es la formacién de biofilm y
la movilidad. Anteriormente en nuestro laboratorio, hemos descrito el
papel cdG en la movilidad y la formacién de biofilm. El c-di-GMP es
sintetizado por enzimas denominadas diguanilato ciclasas. Nosotros
mostramos que la sobreexpresion de BdcA (Bordetella diguanilate cyclase
A) desencadena niveles altos de cdG, dando lugar a una movilidad
significativamente disminuida y a una mayor formacion de biofilm.
En este trabajo determinamos Ique BdcA no solo reduce la movilidad de
las bacterias sino que también disminuye la expresion de la flagelina,
principal componente del flagelo. Esta inhibicion depende de la actividad
de la diguanilato ciclasa (DGC) porque una versién inactiva de BdcA
(GGDEFxGGAAF) no fue capaz de inhibir la movilidad ni de modificar la
formaciéon de biofilm. CdG se une a diferentes proteinas para
desencadenar respuestas especificas. Sobre la base de las proteinas de
union a cdG conocidas, propusimos proteinas que pueden participar en la
inhibicién de BdcA: LapD, YcgR y BB2109. Se obtuvieron mutantes de
delecién individuales de cada gen en B. bronchiseptica y BdcA se

sobreexpreso en ellos. Todas las cepas fueron evaluadas en experimentos
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de movilidad y formacién de biofilm. La eliminacién de lapD o ycgR no
mostro6 efectos. Sin embargo, la inhibicién de la movilidad y el aumento
de la formacién de biofilm en B. bronchiseptica mediadas por BdcA se
abolieron cuando se elimin6 el gen BB2109.
También cuantificamos los niveles de cdG intracelulares en la cepa
i”BB2109 que sobreexpresa BdcA (Bbi”’BB2109pbdcA). Los niveles de
CdG fueron significativamente mas bajos en Bbi”’BB2109pbdcA que en
BbpbdcA (0,75 £ 0,6 vs 10 + 2 nM ¢dG / mg peso seco respectivamente),
lo que sugiere que la actividad de BdcA DGC depende de la presencia de
BB2109.

Estos resultados indican que la actividad de la DGC BdcA es necesaria
para la regulaciéon de la formacion de biofilm y la movilidad. Ademas, una
proteina GGDEF-EAL, BB2109, es necesaria para el rol de BdcA en la
regulacion de la formacién de biofilm y la movilidad en B. bronchiseptica.
Proponemos un modelo en el que ambas proteinas y cdG estan
involucradas en la movilidad y la formacién de biofilm, probablemente al

interactuar entre ellas.
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El dafio generado en tejido éseo por diferentes tipos de fracturas, ya sea
por impactos de alta energia o asociadas a patologias de base,
representan una gran problemadtica para el sistema de salud debido a los
altos costos que es éstos implican y a las falencias de las terapias
existentes. En la bisqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de
fracturas que impliquen una disfuncién y la necesidad de proétiesis o
rellenos dseos, nuevas alternativas vienen siendo exploradas en este
campo. Entre las nuevas estrategias destacan aquellas que buscan
mimetizar las caracteristicas del tejido dseo natural con materiales
biocompatibles porosos y nanoestructurados, con adecuadas
propiedades mecanicas, y que permitan restaurar la funcionalidad del
hueso dafiado a través de propiedades como la osteoinduccion,
osteoconduccién y osteogenicidad.

Para un mejor abordaje de esta problemdatica, hemos propuesto el
desarrollo de nanocompositos hibridos basados en nanohidroxiapatitas y
polimeros naturales para su aplicacién en la medicina regenerativa de
tejido 6seo. De este modo, se buscard mimetizar la matriz generada por el
colageno en el tejido vivo a través de la fibroina de seda (SF) del gusano
Bombix mori, en conjunto con hidroxiapatita (HA), el componente en
mayor proporciéon dentro del hueso. El plan de este trabajo comprende
una primera instancia de sintesis y caracterizacion de nanoHA
derivatizadas con grupos funcionales que permitan el posterior anclaje
de biomoléculas. Una segunda instancia de obtencidon de nanocompositos

al acoplar la SF a las nanoHA. Y una tercera etapa de evaluacién de la
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capacidad de soluciones de SF y nanocompositos de formar geles
mediante reacciones de entrecruzamiento con mecanismos basados en la
fotoquimica clic. Finalmente, se caracterizaran las capacidades de
osteogenicidad, osteoconductividad y evolucién de los procesos de
mineralizacién de los biomateriales desarrollados en sistemas biol6gicos
in vivo e in vitro.

Al presente se ha logrado sintetizar y funcionalizar nanoHA. Para la
caracterizacion de las particulas se emplearon las técnicas de FTIR-ATR,
TEM, TGA. Las micrografias de TEM permitieron observar nanoparticulas
en forma de varilla de 90 -50 nm de largo, dependiendo de las
modificaciones introducidas en la sintesis. Espectroscopia IR ha
permitido evidenciar picos caracteristicos para la apatita y picos
asociados a sus grupos funcionales carboxilos corroborando asi la
funcionalizacién superficial de la hidroxiapatita. Por otra parte, los
espectros de XPS permitieron confirmar el anclaje de grupos funcionales
con aminos libres. A su vez, el andlisis por TGA permiti6 calcular la
relacién entre la cobertura organica superficial y la masa de particula.
Por otra parte, luego de la sintesis y funcionalizaciéon de la nanoHA, se
procedi6 a su acople a la SF tanto por adsorcidn fisica como quimica. Los
espectros de FTIR mostraron picos caracteristicos para apatita y SF en los
sistemas hibridos. Las micrografias TEM permitireon observar la
presencia de nanoparticulas porosas, las que estarian aumentando la
estabilidad térmica de la SF en los sistemas hibridos (resultados

asociados a TGA) relacionada a una interaccién entre SF y nanoHA.
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