Envolturas microbianas

Caracteristica

Bacterias

Hongos

Protistas

Tipo celular

Procariotas

Eucariotas

Eucariotas

Membrana plasmatica

Si (bicapa lipidica)

Si (con ergosterol)

Si (composicion variable)

Pared celular Presente en la Presente Variable (puede faltar)
mayoria

Composicion de la pared [Peptidoglicano Quitina + glucanos + Celulosa, silice, CaCO; o ausente
(mureina) manoproteinas

Organizacion de la
envoltura

Simple o doble

(Gram + / Gram -)

Compleja, multicapa

Muy diversa

Estructuras adicionales

Membrana externa
(Gram -), LPS,
periplasma

Matriz fibrilar compleja

Pellicle*, cubiertas minerales

Rigidez estructural

Alta

Alta pero dinamica

Variable

Funcioén principal

Proteccion, forma,
resistencia osmotica

Soporte, proteccion,
crecimiento

Proteccion, soporte, adaptacion

Particularidades clave

Gram + (pared
gruesa) / Gram -
(membrana externa)

Ergosterol (blanco antifungico)

Alta diversidad estructural

Pellicle* pelicula proteica




El Origen de la Envoltura Celular y la Divergencia de Dominios

El Desafio Biofisico

éComo puede una estructura de escala micrométrica resistir presiones osmaticas masivas sin
colapsar?

Frente a un entorno de caos quimico (acidos, sales, xenobidticos): ¢ Quién regula el "derecho de
admision"? Que seria de la células sin las envolturas?

éEs la envoltura una barrera estatica o un sistema inteligente de adaptacion ante los cambios en
el medio ambiente?

La respuesta a estos interrogantes determino el éxito biologico en nuestro
planeta: la envoltura como una adaptacion dinamica ante desafios de
presion y energia.”

Linea de tiempo evolutiva. Necesidad de confinar las moléculas y separar
cargas( PMF) y contrarestar la presion osmotica interior

1-Protocélulas. Bolsas de ac. grasos simples que rodean el ARN o ADN

2-Divergencia procarionte. Invento de |la pared arqueas y bacterias.

3- Eucariogénesis: Flexibilizacion de la pared y de las membranas.

4- Especializacion secundaria. Nueva armadura-Quitina y celulosa

Esta divergencia estructural entre las envolturas dictd su capacidad de colonizacion de
nichos ecoldgicos divergentes



Envolturas microbianas, el invento mas exitoso de la evolucion

La envoltura no es solo una "bolsa", es un mecanismo de ingenieria
sofisticado que decide qué entra, qué sale y como resistir la presion.

La envoltura microbiana no es una frontera pasiva; es el motor de la
guimiosmosis y la primera linea de defensa ante el estrés ambiental

La evolucidon no solo disend una barrera, sino una interfaz de
transferencia de informacion y energia altamente especializada

Entenderemos que la arquitectura molecular de las envolturas no es
azarosa es la respuesta mecanica a presiones osmoticas masivas y la
solucion termodinamica para mantener la vida fuera del equilibrio.

Evoluciono de ser una simple bolsa de grasa a una multicapa
inteligente que dicta donde puede vivir un MO y que tan dificil es
matarlo

Vamos a analizar como la quimica de estos polimeros ha dictado el
éxito evolutivo de los distintos dominios de la vida



Envolturas Microbianas-Paredes celulares

n

Caracteristica  [Bacterias/arqueas Hongos Protistas
Tipo celular Procariotas Eucariotas Eucariotas
Membrana Si Si (ergosterol) |Si (variable)
Pared celular |Si (mayoria) Si Variable
Composicion Peptidoglicano/pseud Quitina + Celulosa /
pared omureina/micoélicos glucanos+mano silice /
proteinas CaCOs3 /
ausente

La pared celular es una parte de la envoltura, la envoltura es el todo incluyendo
la membrana citoplasmatica




Envolturas Microbianas

Caracteristica |Bacterias/arqueas Hongos Protistas
Organizacion Gram + / Gram - | Multicapa compleja Muy diversa
/BAAR/arqueas
Estructuras M Externa/LPS, Matriz fibrilar Peliculas, cubiertas
extra micdlicos, minerales
teicoicos/otros
Rigidez Alta Alta (dinamica) Variable
Funcion Proteccion y forma [Soporte/crecimiento/Adaptacion/soporte/pro
, forma/proteccion teccion
Clave Variabilidad Gram Ergosterol Alta diversidad

La envoltura celular es la interfaz clave entre el microorganismo y su ambiente

Las paredes celulares determinan estructura, protecciéon y capacidad de adaptacion
Sus variaciones explican la diversidad microbiana y su éxito evolutivo

Son fundamentales en diagndstico, patogenicidad y tratamiento



Rol de la envoltura celular en la evolucion de los
microorganismos.

1. Proteccion y supervivencia ( estrés de distintos ambientes)

2. Adaptacién a nichos ecolégicos (colonizacién de diversos nichos ecolégicos,
cambios en las envolturas ME y paredes especiales, nuevas capacidades)

3. Innovaciones metabdlicas (organelas que generan energia)

4. Origen de la complejidad eucariota (la evolucién de sistemas de membranas
internas estuvo asociada al origen de la complejidad celular en eucariotas, favoreciendo la
compartimentalizacidon y mayor eficiencia funcional)

5. Diversificacion estructural (Distintas soluciones evolutivas, PG, quitina y en protistas >
enorme diversidad)
6. Interaccion biolégica y coevolucion ( reconocimiento, patogenicidad, respuesta

inmune)

La envoltura celular es una estructura dinadmica que no solo protege a la
célula, sino que define su interaccion con el ambiente, condicionando su
evolucion, diversificacion y éxito ecologico



Paredes bacterianas. La arquitectura de la supervivencia

El objetivo de esta clase es el estudio de las paredes (eu)
bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas, con sus
principales variantes, bacterias acido alcohol resistentes
y los principales modelos de paredes de arqueas

i\\ / / Capsula

Pared celular

Cifoplasm(cl )
Nucleoide (ADK), // |9

Ribosomas



Estructura global de Gram positivas y Gram negativas
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Estructura general del PG o mureina

éQue es el péptido glicano?

Polimero formado por cadenas de
azucares, covalentemente unidas
entre si por puentes perpendiculares
peptidicos



Unidad estructural del péptido glicano o PG
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Peptidoglicano: unidad disacaridica

B [a unidad disacaridica que se repite esta formada por

m N-acetilglucosamina (NAG)...

® ... N-acetilmuramico (NAM) (deriva de unir el cido
D-lactico con el OH del C-3 de la NAG)

m |.as distintas unidades disacaridicas se unen entre
mediante enlaces 3(1—4)

= Este enlace puede ser roto por la lisozima

= Carbono anomérico en posicion 3

Cadenas de distinta longitud dependiendo de la bacteria



Cadena o tallo peptidico que sale del lactilo

B [a cadena tetrapeptidica sale desde el grupo —COOH del
lactilo de cada NAM vy suele ser:

m L-ala 2 D-glu 2 m-DAP = D-ala

m [ .-alanina

= D-glutamico

m meso-diaminopimélico m-DAP ( o Lys en G +) ﬂ
m D-alanina

meso-Diaminopimelic Acid

AlternanciaDy Lylos D no 9 /ﬁ\

estan en proteinas y en el tercer AN AN AN
o HOOC™ H,N CH, CH, HoN COOH
lugar hay un AA dibasico para

formar el puente. C7H14N> 0,4



D-glutamic acid
Meso-diaminopimelic acid

D-alanine
D-alanine

§ L-alanine Ma”a Séllda

NAG

NAM

g—- Lipoprotein

E.coli peptidoglycan

|V

Puentes peptidicos entre algunas cadenas. —estructura conservada
pero existen variaciones de la estructura fina segun las condiciones de
crecimiento, fase y medio extracelular



Disposicion del péptidoglicano...un modelo
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Micrografia electrénica de un saculo de una célula de E. coli en divisién (lado izquierdo). Los puntos negros son particulas de oro de 6 nm que se utilizan para
visualizar un anticuerpo anti-mureina unido al século. Ellado derecho muestra un modelo de la capa de mureina en una seccion. Las hebras de glica no
(lineas en zigzag) corren perpendiculares al eje longitudinal y los péptidos (lineas finas) corren en la direccidn del
eje longitudinal del saculo.



Propiedades fisicas del PG

Estructura heterogénea y flexible, depende de varios factores

* Rigidez: Las cadenas de glucano otorgan rigidez, el enlace R(1- 4)
es muy compacto y estable

* Flexibilidad: La red de mureina puede expandirse y encogerse
tres veces de manera reversible sin romperse.

Relaxed PG

Maximally stretched PG

" Puede “inflarse y contraerse”

= Es parcialmente permeable permite el paso de proteinas (
20kDa)

= Condiciona la forma celular

"= Laalternanciade AADyL (confiere fuerza estructural, y facilita
la formacién de puentes de H). Ello colabora, a soportar
variaciones amplias de la tensidon osmaotica del protoplasto.



PG variaciones en las estructura fina

m La estructura global es una macromolécula gigante que forma un saculo
rigido alrededor del protoplasto bacteriano

m Repeticiones (n=10-100) de una unidad disacaridica, unida a su vez a un
tetrapéptido es variable y no se relaciona con el espesor de la pared. Pueden
presentar modificaciones secundarias acetilacion, glicosilacion o
deacetilaciones

m Distintas cadenas de PG se unen entre si por determinados enlaces
peptidicos entre tetrapéptidos de cadenas diferentes formando una sola
macromolécula gigante. Existen diferencias en el enlace entre cadenas
cambios en porosidad y permeabilidad

m Existen diferencias entre Gram (+) y Gram (-)

m Existen variaciones en las distintas bacterias y también en |la misma bacteria
dependiendo de las condiciones de crecimiento son capaces de “afinar su
estructura”

El peptidoglicano es una estructura dinamica cuya composicion y grado de entrecruzamiento
pueden modificarse, permitiendo a las bacterias ajustar su rigidez, resistencia y adaptacion
al ambiente



Diversidad estructural

m Paredes de (eu)bacterias (Poseen PG)
= Pared de bacterias Gram-positivas
= Pared de Gram-negativas
m Pared de bacterias acido alcohol resistentes
= Algunas tienen proteinas (Planctomyces)

m Paredes de arqueas : No tienen PG algunas tienen
otro polisacarido, algunas tienen proteinas



Esquema global de la envoltura de (eu)bacterias
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Caracteristicas del PG de bacterias Gram (-)

m Normalmente: 1 o unas pocas capas de PG

m Solo el 50% de las cadenas participan en entrecruzamientos.

m Las distintas cadenas se unen por enlaces peptidicos directos entre el
grupo e-NH2 del m-DAP (3) de una cadena con el -COOH de la D-ala (4)

de otra cadena

El resultado:
Capa simple de PG (de 1 nm de espesor)
A modo de malla floja, con grandes poros (zonas donde no
hay enlaces peptidicos).

En la coloracion de Gram:
El alcohol acetona produce una deshidratacion que tiende a
contraer la estructura del PG, pero los poros son grandes =
el violeta sale y la bacteria se tine con el colorante de

contraste (Fucsina o safranina)



El PG de bacterias Gram (+)

Multiples capas de PG (distintos niveles, hasta 50 en
especies de Bacillus) muy entrecruzada

Existe entrecruzamientos tanto entre cadenas adyacentes en
el mismo nivel como entre niveles distintos.

Resultado: Red tridimensional gruesa y mas compacta que
en Gram (-)

El grado de compacidad varia entre especies, y depende de:

numero de NAM que contengan tetrapétidos que participen en
entrecruzamientos

longitud del puente peptidico

Ello condiciona a su vez la intensidad de la grampositividad
en la tincion de Gram.




Entrecruzamientos en el PG
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Modalidades de uniones interpeptidicas

-Enlace directo D-ala (4)-y el-NH2 del diamoacido(3) en
Gram (-)

-Que en gran positivas no suele ser mesoDAP y puede
ser:

1 solo aa: L-ala
Un péptido corto:
L-ala-L-ala
L-ala-L-ala-L-ala
Puente de pentaglicina (Gly- Gly- Gly- Gly-

Gly)

-Enlace D-ala(4) — D-glu(2) mediante péptido con un
diaminodcido (D-lys, D-ornitina)



Variaciones en el entrecruzamiento

{a) (b}

-G-M- -G-M-
! |
1 L-Ala 1 L-Ala
! |
2 o-Glu 2 D-Glu— NH,
Y . Y
3 m-Apm-— p-Ala 4 3 Llys-— (Gly)s— o-Ala
I ) l
4 p-Ala  m-A.pm 3 4 o-Ala L-Lys
v1 v
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! :
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T M
-G-M- -G=-M-
(d)
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L
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4 D-Ala Gly

Puentes peptidicos de diferente longitud rol
en la porosidad y compasicidad del PG

(c)
S G-M-
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L
2 o-Glu — 5-Om -+ p-Ala
4 L7 I
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3 ! Y|
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* NHE 2 T
’ Gly
|
-G=M-
L-Ala =—p-Ala 4
|
L-Lys 3
D-;Slu —=Gly 2
|
L-Ala 1
I
-GE=M-



Algunas variantes de PG en Gram-(+)

B Muchas Gram+ poseen en (3) distintos di-AAs

m L-DAP 7 0

NH-» NH»
. , . OH
= L-DAB (diaminobutirico) HEN/‘\)W

0
NH,
J”, H
HoN

@)
= L-homoserina

o HQN/\/\HLOH
m L-ornitina



Plasticidad del PG. Modificaciones estructurales

_ _ CH—0 B CH,
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monomeric peptides

dimeric peptides
(DD-or LD-crosslink)

Las consecuencias de las modificaciones
Resistencia a las hidrolasas, lisozima



La matriz de la pared celular de las Gram-(+)
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La pared celular de las Gram-(+)

m El PG de Gram-(+) esta inmerso en una matriz
anionica (hasta 60%) de polimeros compuesta
por

m Polimeros anidnicos
= Acidos teicoicos:
= Acidos teicurénicos
= Acidos lipoteicoicos:

Los acidos teicoicos no solo forman parte de la pared,
sino que la organizan y le dan funcionalidad



Acidos teicoicos

Presentes en muchas bacterias Gram+, pero no en todas.

Son polimeros de glicerol-fosfato o ribitol-fosfato , con —OH
sustituidos por —H, azuicares, aminoazucares o D-ala

Pueden ser de hasta 30 unidades.

Estan unidos covalentemente al peptidoglicano
Es variable segun las especies

No se sintetizan en limitacion de fosfato

Alternativa en baja disponibilidad de fosfato - acidos teicurdnicos
(ATU). Es el Plan B evolutivo

Los ATU son polisacaridos anidnicos, acidicos formados por la
alternancia de acidos uronicos y otros azucares



Acidos teicoicos y lipoteicoicos

Acido
M

Unidos a posicion 6
del NAM del
peptidoglicano
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Acido

Unidos a los lipidos de la membran




Acidos teicoicos estructura

Polimero de glicerol fosfato Polimero de ribitol fosfato
unidos por uniones \O 0
fosfodiéster \P//
7N
D-Ala O [®) —C
19 o
HaN-C-C-0-CH
CH,  CH, D-Glucose —0—C
'?
0-P=0 ) .
0 la mayoria de los D-Alanine —0—C
GlehAc |::H2 grupos -OH estan
WHCOCHy L& H, azucares o
|
H,C—O0—P—0_
. D-Ala |
Polimero de , | o)

: HO CH i
glicerol HHQ—I—IIZI—EI—EIH Ribitol
fosfato .

CHy  CH, @)
0
0-F=0
°
GleNAc CH; Se unen a través de azucares variables al

0— CH
NHCOC Hy CHy Carbono 6 del PG



Acidos teicoicos: union a través de azucares

®<NAC><\<1AC> %> % »

2

posicion 6 del NAM

Peptidoglicano

O O |
I ' NHAC
P P HO -
HO o 170 o 10+ 0 o) GleNAc 9 B. subnhs.1 68
= O O ' HO = X = D-alanine / a-glucose / H
ox - R AcHN | g
¢ O\P/O\ MurNAc & o
o’ \6 ‘ | 8 HRJ\/ NH3 Ho/ﬁrjv
- ) HO
poly(Gro-P) e GlcNAc
main chain linkage unit |
OH ¢}
= S. aureus
IF" HO lNHAC HO- T Y = a or B GlcNAc
HO o1 0o o o] GlcNAc &
0z OY 0 ”'Ho HO =4 Z = D-alanine / H
- a
AcHN o _O0— [}
MurNAc < "
m < .
O O S B. subtilis W23
\ = Y = a-glucose / H
M - ~  GlcNAc Z = D-alanine / H
poly(Rbo-P) N

main chain linkage unit



Acidos teicurénicos

Los ac. teicurdnicos consisten en polimeros anidnicos formados por la alternancia de
acidos urdnicos (que tienen grupos -COOH libres) y aminozucares

Acido glucurénico

, - \ A A
H——OH H——OH

@ -~ HO——H HO——H
GIC =3 / \ H——OH H——OH
® 7 ) < > H——OH H——OH

NAc/ “o”
Gl

llllllllllllllll

Peptidoglicano



Acidos lipoteicoicos (LTA)

HO
| —EOH 9 fg-alanme
Presentes en todas las bacterias 0—P10—
0

Gram + 5

Generalmente, son acidos glicerol-
teicoicos

Se encuentran unidos a la
membrana citoplasmica.*

Unidos a la membrana por enlace
fosfodiéster con diacil glicerolP

Su extremo terminal queda
expuesto al exterior

Suministran especificidad OH
antigénica

0
”O%
Pueden actuar como adhesinas HO P

HO

Glicerol de PL



Acidos lipoteicoicos (LTA)

b-@@ b

Glicerol 18-50
Ac. grasos I @ S
®

AAT-Gal,
2-acetamido-4-
amino-2,4,6- trideoxy-d-
galactose;




Funciones de los polimeros de la matriz

Suministrar una carga neta (-) a la PC
Para que?

— Captar cationes (Mg**), homeostasis de iones, que participan
en actividades enzimaticas (morfogénesis y division de la PC)

Son buenos antigenos

En algunas bacterias actuan como receptores especificos para la
adsorcion de ciertos bacteriofagos.

Regulan las autolisinas de la pared ( agujeros en la pared que
permiten la insercion de PG naciente

LTA ancla la pared a la membrana celular, algunas veces es
secretado y actua como adhesina



Rol de los acidos teicoicos y teicuronicos (Gram +)

= Captacion y regulacidon de cationes Union de Mg?* y Ca?* - estabilizacion
de la envoltura

= Mantenimiento de la estructura de la pared. Contribuyen a la rigidez y
organizacion del peptidoglicano

= Qrganizacién de procesos celulares. Participan en la localizacion de
enzimas de sintesis y remodelacion

= |nteraccion con el entorno. Median adhesion y contacto con superficies

= Reconocimiento y respuesta inmune Especialmente los lipoteicoicos -
activacion del sistema inmune

= |dentidad y variabilidad celular. Alta diversidad estructural - “firma” de la
bacteria

= Adaptacién a disponibilidad de fosfato

= Los acidos teicurdnicos reemplazan a los teicoicos en condiciones de bajo
fosfato

Son componentes activos de la pared Gram positiva que combinan
funciones estructurales, fisioldgicas y ecoldgicas.



Otros componentes de Gram (+)

=Polisacaridos neutros
=Otros glicolipidos
Lipidos cerosos de Mycobacterium



Pared de las bacterias acido-alcohol resistentes
(AAR)

m Pared especial de ciertas Gram-(+) mas complejas
Nocardia, Mycobacterium ( tuberculosis, lepra), corineformes

m Resisten la decoloracién con clorhidrico-etanol (= acido-
alcohol resistentes) No se tifien bien con Gram

m Estas bacterias son de crecimiento muy lento
m Estas propiedades derivan de los componentes de la pared:

El complejo micolil-arabinogalactano-peptidoglicano
(mAGP), una macromolécula compuesta por tres elementos
unidos covalentemente: peptidoglicano (PG),
arabinogalactano (AG) y acidos micolicos,



Pared de las bacterias acido-alcohol resistentes
(AAR)

* Pared celular muy compleja con abundantes
lipidos.
* Composicion quimica del complejo
— Peptidoglicano especial
— Arabinogalactano

— Acidos micodlicos (AM) unidos al polimero
anterior(micomembrana)

— Lipidos superficiales

Esta pared esta unida covalentemente al PG, sélidamente unido a arabinogalactano, cuyos
extremos pentasacaridos estan esterificados por acidos grasos de cadena muy larga (acidos
micolicos). Estos AG forman la cara interna de una membrana externa, llamada micomembrana,
cuya cara externa esta formada por una gran variedad de lipidos y glicolipidos unidos de forma

no covalente



Pared de Mycobacterias

Micolatos de trealosa TDM y TMM
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Esta pared esta unida covalentemente al PG, sélidamente unido a arabinogalactano, cuyos
extremos pentasacaridos estan esterificados por acidos grasos de cadena muy larga (acidos
micolicos). Estos AG forman la cara interna de una membrana externa, llamada micomembrana,
cuya cara externa esta formada por una gran variedad de lipidos y glicolipidos unidos de forma
no covalente



Pared de AAR

El peptidoglucano, es similar al de las bacterias, presentando dos
diferencias: algunos o todos los residuos de NAM estan N-glicosilados y los
entrecruzamientos en las cadenas laterales peptidicas ocurren entre dos

residuos de DAP, asi como también entre un residuo de éste y D-alanina

Los residuos de acido murdmico tanto en M. tuberculosis como en Mycobacterium smegmatis contienen una mezcla
de derivados N -acetilo y N -glicolilo, por lo que la funcion N -acetilo se ha oxidado a una funcién N -glicolilo para formar
MurNGly

-Arabinogalactano. Polimero de gran PM unido al Ac. Murdmico en la
posicion C6. Heteropolisacarido complejo que consta de una cadena lineal
formada por residuos de D-galactofuranosa, al cual se unen a su vez dos o
tres cadenas laterales de arabinano, estas ultimas compuestas por residuos de
D-arabinofuranosil que forman la micomembrana. ( similar a un teicoico pero
de galactosa y arabinosa)

-LLos acidos micdlicos se ubican unidos a los extremos no reductores
disponibles de estas unidades de arabinogalactano. Forman la cara interna de
la micomembrana

- Gran variedad de lipidos y glicolipidos unidos no covalentemente

Pared muy impermeable al ingreso de nutrientes.



Arabinogalactano AG ( estructura
similar a los teicoicos)

LU -i:n

i 3 i

1% Gle-\/ pha Y- - k 2
MAC g 7

L.

©®
La estructura molecular de AG se puede segmentar en tres constituyentes separados: la
unidad enlazadora (LU), galactano (n residuos) y arabinano.
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Acidos micélicos
B Son 3-hidroxiacidos grasos ramificados en «, de

cadena muy larga (hasta 91 C)

B Hstan en la cara interna de la pseudo ME
constituyendo la micomembrana esterificados al
arabinogalactano(arabinosa+galactosa o trealosa)

» PG—>arabinogalactano=2icidos micolicos



Otros lipidos de en la pared de bacterias AAR

Glucolipidos

Micolatos de trehalosa: dos unidades de trehalosa unidos entre
si. Constituyen el lamado factor de crecimiento en cuerdas (cord
factor) = responsables de la agregacién de las bacterias en forma
de “cuerdas” (factor de virulencia)

Sulfolipidos de trehalosa: Importantes factores de virulencia. En
M. tuberculosis funcionan como evasinas (evade la accion de los
M@ inhibiendo la formacion del fagolisosoma)

Micdsidos: Factores de virulencia (micdlicos +azucares)

Ceras: Unidn de acidos micdlicos con ftioceroles (alcoholes de
alto peso molecular)



Esquema de pared de otros actinomicetos

TMM, TDM

free complex
lipids and

acyl-glycolipids
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Papeles conferidos por la pared AAR

B Aspecto y consistencia cérea de las colonias en
placas de Petr1

m Forma de serpentina ( factor cordon) en mediogg>

liquidos

B Fn liquidos crecen formando grumos

m Gran impermeabilidad
m Resistencia a desecacion

= Resistencia a agentes antibacterianos
= Detergentes
= Oxidantes

= Acidos y bases

® nutrientes



Coloracion de Ziehl Neelsen

Acido-Alcohol resistentes Resto

@sf in @%Cj

TN
o | gum
N i P

metileno
Las bacterias acido-alcohol resistentes no son dificiles de teir... son dificiles de
“destenir”, y eso refleja una envoltura extraordinariamente robusta




Importantes patogenos

Bacterias AAR famosas
humanos

Mycobacterium leprae
Mycobacerium tuberculosis (1882 bacilo de Koch)

R . ﬁg T
Nies and- oy
. g~ N pgi- \
Robert Koch and Tuberculosis SRR E}\\\. |
SN & P Ry
Koch's Famous Lecture . r/;:,\ %Lv / ;4‘;
Vi S » "/ ~ i:" 'jt 2 . ?}

Bacilo de Koch
Bacilus antracis
Postulados de Koch

Robert Koch, Mobel Laureate, 1905.



Paredes de Gram negativas



La envoltura celular de Gram negativas

B Fstructuralmente mas compleja que Gram (+)

= capa delgada de PG inmerso en un compartimento
llamado ...

m ... espacio periplasmico el cual a su vez limita con la
membrana externa (ME) y la membrana citoplasmatica

= [a membrana externa esta compuesta por :
-Lipopolisacarido (LPS)
-Fosfolipidos

-Proteinas ( Porinas)



Envoltura de las bacterias Gram (-) detalle de la
Membrana Externa (ME)
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La ME de bacterias Gram (-)

m Bicapa proteolipidica muy asimética:
= En la lamina externa:

= 60% de proteinas

= 40% de lipopolisacarido LPS (el 99%de la fraccion
lipidica de esta capa es LPS)

= En la lamina interna:
= No hay lipopolisacarido
= Existen
m Fosfolipidos (=Ml)

m Lipoproteinas
m Otras proteinas



Componentes del
lipopolisacarido o LPS

A.G. saturados
(C-14): beta-
hidroximiristico

\

- O-antigeno especifico Nucleo o Core polisacarido Lipido A

_ _ & @ /fEste amine
2; 2; O® @0 @i
...@@@@@@@

»

‘ Glucosamina-
R(1->6)-

Unidad repetitiva de Nddl Nucl glucosamina, con
la cadena lateral ucleo externo Ucleo interno _OHen 1

sustituido con —
P-etanolamina




Composicion del lipopolisacarido (LPS)

m Region proximal: Lipido A (hidrofobo)

m Region intermedia: oligosacarido central o
“core”

m Region distal: cadena lateral especifica,
polisacaridica (hidrofila)repeticiones de
azucares llamada: Antigeno somatico “O”
de bacterias Gram-negativas



Estructura del LPS y morfologia de colonias
que no tienen cadenas de azucares o el antigeno O

I‘;ﬂamAbe
0 side chain | LGa n

I
(IiijNAG
Gal

]
Gle~Gal
Core polysaccharide Iliep

|

ﬁep-@-@-ethanﬂlamine
KDO

| i
KDO-KDO~(®)-ethanolamine

Los mutantes incapaces de sintetizar las
cadenas laterales o el oligosacarido

(@) (b) medular dan colonias rugosas y estan
afectados en distintas propiedades
El LPS no solo es una barrera estructural: bioldgicas, pero pueden sobrevivir

es un determinante central de la
interaccion bacteria—huésped y de la
virulencia.

Prescot, 1999



Estructura del lipido A unido al KDO

2 grupos fosforilos
estabilizan la ME
qguelan iones divalentes
gue estabilizan la
membrana son
esenciales

Lipido A,

Disacarido de glucosamina

B-OH acidos, viabilidad anclaje y
toxicidad

The basic lipopolysaccharide of E. coli, incorporating Endotoxina
lipid A (blue portion ofthe structure).




Papeles y funciones del LPS

m Papel estructural: lipido A—> contiene SFA
= Menor fluidez de esta membrana
= Mas resistente a detergentes y solventes

m Las cadenas laterales— interacciones covalentes

= menos permeable a moléculas hidrofdbicas (Ej.:
resisten mejor muchos antibidticos)

= Antigeno somatico “O” bacterias Gram-negativas
= Condiciona virulencia en bacterias patogenas

B Se une a cationes Mg++, Zn ++

= Si afladimos agente quelante, como EDTA -
desorganizacion de la membrana externa



Papeles y funciones del LPS

m Regidon del lipido A: endotoxina
= Papel positivo:

= El macréfago reconoce el LPS, y libera citoquinas =2
activa el sistema inmune

= Papel negativo:

= A veces, el sistema inmune se activa “en exceso”
por el LPS, dando sintomas patologicos

m Induccion de fiebre (pirogenicidad)
m Hipotension, a veces con fallo cardiaco
m Actividad necrodtica en tejidos



La lipoproteina de Braun (LPP)- union entre MEy PG

Su parte proteica (7-2 kDa) esta inmersa
en el espacio periplasmico, formando
trimeros

Es muy abundante en la ME de
configuracion alfa hélice

El AA N-terminal de la parte proteica es
una cisteina

= Su—SH se une por tioéter a un
diglicérido de la [amina interna de la
ME.

= Su—NH se une por amido a un acido
graso.

El AA C-terminal es una lisina

= Se une por su—NH con el —COOH libre

del m-DAP del PG = anclaje firme
entre LPP y PG

= Una Lpp por cada 20 unidades
disacaridicas de PG

Porcion embebida en la ME
Interaccion hidrofébica

Diacylglycerol

Acyl=NH=Cys

Cisteina

Lys=NH,

lisina



Papeles y funciones de las lipoproteinas

m Rol estructural :
Estabiliza la O-specific

side chains po in

envolFura de Gram “‘“"m ‘ /4 . ‘ /‘ ,/ E%:')?:st:.n

negatlvas Lipopoly-

"/ saccharide

Hl Outer
[ J membrane
v A

B Mantiene unida la

ME a la superficie : 58| Peri-
_ - 2 aou '." ; 9\\} ~ | plasmic
celular @ eSS,  space and
._ , 90 { glycan
B Hsuna proteina W el | Prasma
Phospholipid Peptldoglycan ‘.. membrane
muy abundante y Integral protein <
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El Cruce de las Dos Membranas

Mode of entry Diffusion Facilitated lon-coupled ATP-binding Group
diffusion transport cassette translocation
Exterior H,0,0,,COy Glycerol Lactose Galactose Glucose
Outer
membrane
Periplasm S e e S e e e e T
murein Galactose-binding
protein P
c e“ ﬂnner) ........... i Ti.i’.:.;.i ooooooo L I;‘
membrane .......... : E:OTI!O:Q? ....... ;k :Z-
Galactose transporter X Enzymell
transporter permease protein {\
' otein ATP
Interior B " ADP + P — ~~Enzyme
HPr-P —
# - HPr
\J Y \J Y
H,0,0,,C0, Glycerol Lactose Galactose Glucose-6-phosphate




Proteinas de la membrana externa

Porinas: Canales pequenos no especificos que permiten el
paso de moléculas hidrofilicas. Funcionan como
“‘puertas” para moléculas pequenas

Forman trimeros, con canales interiores que atraviesan la
membrana externa

Solo dejan pasar moléculas por debajo de cierto tamano
(<500-700 Da)

m En enterobacterias: proteccion frente a sales biliares
m Otras proteinas son canales especificos:

= Paravitamina B12 (BtuB)

= Para quelatos de Fe

m Para ciertos nutrientes

= LamB canales de maltosas y maltodextrinas
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Las porinas
OmpkF

(a) Porin trimer (b) OmpF side view

Hiroshi Nikaido, MMBR 67(4).593-656 ASM/2003, Fig 2/p. 598

Porina Tamano del Peso Expresion a Expresion a
canal molecular baja alta
osmolaridad osmolaridad
OmpF 0.58 nm radius | 38,306 Da alta reprimida,
muy baja
OmpC 0.54 nm radius | 37,083 Da Muy baja alta




Transportadores dependientes de TonB(TBTD)

El sistema TonB-ExbB-ExbD es un complejo de proteinas esencial en G(-) que permite el transporte activo
de nutrientes escasos (como hierro, vitamina B) a través de la membrana externa. Utiliza la fuerza motriz
de protones de la membrana interna para impulsar el transporte de ligandos que son demasiado grandes

para la difusidn pasiva T dderéforoFe Captura
Transductor de E M. externa No tiene E propia
]Pprr?]venlente de la R
T.7
A psp periplasma
5\ Transporte

B ExbD permeasa M. interna

A

TonB. Proteina periplasmica anclada a la Ml y que tiene contacto con la ME, es requerida para
El transporte de varios solutos que no pasan por la porinas y que requieren receptores en la
ME, e] los sideroforos. TonB es energizado por la energia de la membrana, sufre un cambio
conformacional lo transduce al receptor y resulta en la traslocacion del soluto.



Transportadores de Fe-sideroforos

OM
Fe N-terminal extension
”_, TonB -box
P eriplasmic TonB
g binding protein
ExbD
IM ExbB

Complejo proyeico asociado yﬂotel’nas gue proporcionan E

TonB cable $
transr:msor de RNA pol
energia

T ~F lIr esssccscaes l : I > S
Iron trans pOI’t genes

Trasporte de B12 es similar



Sistemas generales de transporte de proteinas al
exterior del citoplasma-Moléculas grandes

= Sistema Sec (General Secretory Pathway “GSP"). Sistema de
translocacion y exportacion de proteinas no plegadas.

= Sistema Tat (Twin arginine translocation). Sistema de
translocacion y exportacion de proteinas plegadas.

= Translocasa YidC. Sistema de translocacion de proteinas de
Membrana Interna.

YidC es una insertasa

e © > >
membrane _
Periplasm % Cg%
t

Sec-de
Inner Tat Sec Sec
system YEG YEG

t

Cytoplasm ;I;“r:r:zlonecra rtr'gnm?;rao:es L Insertion into the inner membrane J Y'qCTra_n'SlocaC'on
e insercion de

proteinas de
Nature 406, 575-577 (10 August 2000) Membrana Interna

pendent
)




S iS Te m O S e C Autopista principal

1. Reconocimiento y guia a la proteina (translocacion
co-traduccional y post-tfraduccional)

2. Translocacion.

3. Liberacién y maduracion.

®

| SRP-mediated targeting ,

| (co-translational)
SecB-mediated targeting
(co- and post-translational)

Nature Reviews Microbiology 5, 839-851 (Nov 2007)



Sistema SEC utiliza dos rutas SecB y SRP

A
i \ \Sja SecB
Cytoplasm
Periplasm

SecYEG ecYEG Proteina secretada

Proteina de membrana

SecYEG



Citoplasma

SISTEMA SEC DE SECRECION
Y INSERCION PROTEICA

Ribosoma Ribosoma

Poro

\ Péptido
7 3. Sefal
\J SecYEG

Polipéptido
No Plegado SecB

W seesestoOREeRE®
Membrana Interna

ATP
Péptido Sefal — LG
Peptidasa ADP

] " X SRP-dependiente:
. Insercién
\W 00008
OO )ooon
ATP /

ADP Receptor

0000060000860 "

Proteina de
Membrana Integral

SRP (SR)
Proteina 0 Fuerza
Periplasmica e Y@ proton:
Plegada SecA-dependiente: SRP-dependiente: 'E';'a%n'é?

Periplasma Translocacién Post-traduccional Insercién Co-traduccional



ViA SEC (Sec-dependiente)

VIA YidC (YidC-solo)

3. Co-traduccional
(SRP/SecYEG+YidC)

Proteinas membrana complexs,
complexo, multi-pasas

2. Co-traduccional
(SRP/SecYEG)

Proteinas membran de
uina single-paso

1. Post-traduccional
(SecA/SecB)

Proteinas protein periplasmicos

Unfolded

Proteina

SRP &

Periplasma Receptor |
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SISTemO TO‘I’ (twin arginine translocation)

o Twin arginine translocation (Tat).

- —— Sistema de translocacion y
exportacion de proteinas
plegadas.

% Coteiicr Se ha encontrado en:

insertion
*La membrana citoplasmdtica en
bacterias y arqueas.

X
' | ( Folding
| | % *Membranas tilakoides de los

cloroplastos en plantas.
a Synthe

=Posiblemente en la membrana
o'e inferna de la mitocondria.

Nature Reviews Molecular Cell Biology 2, 350-356, 2001.



Sistemas TAT

-Mecanismo preferencial de secrecién de
proteinas en las arqueas haldéfilas extremas, su
importancia es secundaria en las bacterias.
-Ausente en eucariotas

-Esencial para la virulencia de algunas
bacterias y la division celular

-Transporta proteinas en estado parcial o
totalmente nativo y enzimas con cofactores.
-Proteinas sustratos poseen péptido senal en
extremo N-terminal con motivo caracteristico
gue contiene dos argininas.

-Depende de FPM.

-Exporta proteinas secretadas al medio
-Remodelacion de la membrana

-Traslocasa TatABC

3
‘, ' —\ Cytoplasm

N

TatABC

I

LepV c \g
.

Natale et al 2008




Translocasa TAT

Periplasm

i’ &

M i

Cytoplasm g % {
T ea] [Fece]

Rodrigoez & & (2013) PNAS 110 #1042 Zhang ef of (2014) BBA 1838 1851

c

Sabemos que existe probablemente un
complejo en la membrana formado por los
componentes ABC en igual proporcidn. Parece
ser que cuando una proteina (sustrato) entra en
contacto con TatC, se disparan una serie de
modificaciones que desencadenan en el
reclutamiento de muchas unidades de TatA que
de alguna forma transportan el sustrato al
exterior de la membrana intern

Remodelaciéon de la MC, division |, virulencia

N ‘t
N N

En E. coli encontramos tres componentes
basicos para el sistema Tat: Tat A, Tat B y TatC.

TatC es mucho mayor, posee 6 helices
que cruzan la membranay es el
“andamio” sobre el que los otros
componentes se relnen para el

Rolaver of of (2012) Noture 432: 210

transporte.
Substrato
Interaccion con el substrato
Citoplasma
=
0ol - [ poon -
Periplasma TatA Tat ABC
fuerza proton-
l motriz
Citoplasma _
.- =

— WD
(I ——

@

Periplasma
Disolucin del complejo

Ensamblaje de los monémeros
de TatA



Citoplasma

Péptido Senal
/" Twin-Arginine Poro
Complejo ajustado a medida
(TatABC) Fuerza

ESTADO DE REPOSO
TatA No hay sustrato

i

|
proton- motnz
\ ) ‘TatA (PMF)

\
|

) 8 7 N
TatC % Ty
€O
OO0 m

(]

]! Membrana Interna

X
TatB TatB
TatA

. ‘ ’ / / Fuerza
No hay sustrato | * Proteina ya plegada * Polimerizacion protén- * Poro ajustado
: , secuencial de motriz @ Sustrato a medida

Complejo de TatA (PMF) " rranslocado - Translocacion
Reconocimiento

(TatBC) 1 UNION DEL 2 RECLUTAMIENTO Y 3 PORO FUNCIONAL

Periplasma SUSTRATO PLEGADO  POLIMERIZACION DE TATA COMPLETO



Como es el transporte hacia el exterior en Gram positivas

1. Sistema Sec (El mas importante) Estd presente y es vital. En las Gram positivas, el sistema Sec (SecYEG +
SecA) se encarga de:Secretar proteinas al exterior: las proteinas que pasan por el Sec terminan en la
pared celular o se liberan al medio ambiente (como muchas toxinas y enzimas digestivas).Insertar
proteinas en la Unica membrana

2. Sistema Tat También esta presente en muchas Gram positivas (como Bacillus subtilis o Streptomyces).Se
usa para exportar proteinas ya plegadas que a veces contienen cofactores metalicos. Al atravesar la
membrana, estas proteinas quedan atrapadas en la malla del peptidoglicano o son liberadas al exterior.

3. Sistema YidC Es esencial. De hecho, en bacterias Gram positivas como Bacillus, se han encontrado
incluso dos copias de YidC (llamadas Spolll) y YqjG). Su funcién es la misma: ayudar a insertar proteinas en
la membrana interna, especialmente las de la cadena respiratoria.

Bacteria Gram
Caracteristica Bacteria Gram Negativa Positiva

Membrana Interna + Membrana Membrana
Barreras a cruzar Externa. Citoplasmatica.

Envian proteinas al
Sistemas Sec / Tat Envian proteinas al Periplasma. Exterior (o pared).

Inserta proteinas en la Inserta proteinas en
Sistema YidC Membrana Interna. la Membrana Unica.

Esencial para transducir energia Inexistente (no es
Complejo TonB a la membrana externa. necesario).

Requiere solo el
Entrada de Hierro Requiere TBDT + TonB + ABC. Transportador ABC.




Sec: "Salida rapida" (proteinas lineales).
Tat: "Carga voluminosa" (proteinas ya
plegadas).

YidC: "Instalador interno” (proteinas de
membrana).

Sortasa: "Remachador externo” (solo en
Gram positivas).



Papeles y funciones de la membrana externa

®m Tamiz molecular

= Permite el paso de moléculas relativamente
pequenas
m proteccion frente a agentes antibacterianos
= Colorantes
= Antibidticos
= Enzimas (ej.: lisozima)
= Acidos biliares



Papeles y funciones de la membrana externa

m Condiciona propiedades de superficie:
= Grado de humedad
= Adhesividad
m Carga eléctrica

m Lugar donde se fijan las proteinas del sistema
defensivo : Complemento del hospedador

m Lugares de adsorcion de ciertos fagos
m Uniones de Bayer. Puntos de contacto con la Ml



El espacio periplasmico (periplasma)

m Compartimento acuoso, contiene proteinas, sales,
oligosacaridos y peptidoglicano. Estos ultimos
existen en forma hidratada formando un gel.

m Compartimiento con actividades epecializadas
= RNasas y fosfatasas
m Proteinas de transporte de ciertos nutrientes
= Proteinas de union a senales quimicas
= Enzimas hidroliticas
m proteinas de transporte de electrones
= Proteina TonB

= Funcién de osmoregulacion :MDO (membrane derivate
oligosaccharide)
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Caracteristica Gram + Gram - AAR
Pared celular Gruesa Delgada Intermedia
Peptidoglicano Abundante Escaso Presente (base)
Membrana externa No Si (con LPS) No cl3sica
Cpmpgnentes Acidos teicoicos LPS, porinas Acidos micdlicos
distintivos
“Permeabilidad Moderada Selectiva Muy baja l
Tincidn Violeta Rosa Rosa fuerte (Ziehl-Neelsen)

Resistencia a

Antibidticos Variable Alta (barrera externa) Muy alta (barrera lipidica)

EinmnlA Racrilliic Cerhoarichia ~Alid NyvirahAactarinim



Paredes de las arqueas

C35: capa superficial, MC: membrana citoplasmatica, PC: pared celular, Cit: citoplasma

Aunque las arqueas pueden comportarse como Gram-positivas
o como Gram-negativas, no se suele aludir a esto en este
dominio de procariotas, ya que sus paredes tienen poco que
ver con las de eubacterias



Paredes de las arqueas

m No poseen peptidoglicano
B No poseen membrana externa

B Todas poseen algtn tipo de estructura por fuera de
la membrana que funciona como pared cubierta
compuesta de proteinas o carbohidratos.... excepto
en Thermoplasma

B Algunas poseen capa S



Pseudomureina

m Fn Metanobacteriales: existe la pseudomureina:

» Unidades repetitivas de NAG=2>B(1-3)2>NAT (N-

acetil-talosaminourénico)

® Del grupo —-NH del NAT sale un tetrapéptido, con

aminoacidos de la serie 1.

= Cadenas se entrecruzan por puentes peptidicos
entre aa(4) de una y di-aa(3) de otra



Lysozyme-insensitive
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Capa S: Estructura proteica muy ordenada

Es el tipo mas comun de pared en Archaea
Constituida por proteinas o glicoproteinas
Con estructura paracristalina

(b) S-layer lattice types

Oblique
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Paredes de las arqueas. Capa
S

En ciertas arqueas de ambientes extremos, esta capa S esta
estabilizada por factores de esos ambientes: En el halofilo
obligado Halobacterium las subunidades de glucoproteina se
estabilizan por altas concentraciones de ion Na+. En el
termoacidofilo Sulfolobus Ia estabilidad l|la confieren los
bajisimos pH.




Paredes de las arqueas. Capa
S y otro polimero

En Methanosarcina y Halococcus la capa S se encuentra rodeada
de metanocondroitina, un polimero a base de N-acetil-
galactosamina, glucurodnico, glucosa y manosa.

(Esta metanocondroitina es similar al condroitin sulfato presente
en tejido conjuntivo de animales).
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Bacterias sin pared

* Micoplasmas: Son bacterias pequefas
e Caracteristicas

— Pleomorficas
— Gran plasticidad

— Afinidad por las membranas celulares

— Sensibilidad a la lisis osmotica
— Resistencia a los AB que actuan sobre la pared
— Tienen esteroles en su membrana

* Existen como bacterias sin pared (Micoplasmas) o
como bacterias que han perdido su pared (formas L,
protoplastos o esferoplastos.)



	Diapositiva 1
	Diapositiva 2
	Diapositiva 3
	Diapositiva 4: Envolturas Microbianas-Paredes celulares 
	Diapositiva 5
	Diapositiva 6
	Diapositiva 7
	Diapositiva 8
	Diapositiva 9
	Diapositiva 10:  Unidad estructural del péptido glicano o PG
	Diapositiva 11
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 17
	Diapositiva 18
	Diapositiva 19
	Diapositiva 20
	Diapositiva 21
	Diapositiva 22
	Diapositiva 23
	Diapositiva 24
	Diapositiva 25
	Diapositiva 26
	Diapositiva 27
	Diapositiva 28
	Diapositiva 29
	Diapositiva 30
	Diapositiva 31
	Diapositiva 32
	Diapositiva 33
	Diapositiva 34:  Ácidos lipoteicoicos (LTA) 
	Diapositiva 35
	Diapositiva 36: Funciones de los polímeros de la matriz 
	Diapositiva 37
	Diapositiva 38
	Diapositiva 39
	Diapositiva 40
	Diapositiva 41
	Diapositiva 42
	Diapositiva 43
	Diapositiva 44
	Diapositiva 45
	Diapositiva 46
	Diapositiva 47
	Diapositiva 48
	Diapositiva 49
	Diapositiva 50
	Diapositiva 51
	Diapositiva 52
	Diapositiva 53
	Diapositiva 54
	Diapositiva 55
	Diapositiva 56
	Diapositiva 57
	Diapositiva 58
	Diapositiva 59
	Diapositiva 60
	Diapositiva 61
	Diapositiva 62
	Diapositiva 63
	Diapositiva 64
	Diapositiva 65
	Diapositiva 66
	Diapositiva 67
	Diapositiva 68
	Diapositiva 69
	Diapositiva 70
	Diapositiva 71
	Diapositiva 72
	Diapositiva 73
	Diapositiva 74
	Diapositiva 75
	Diapositiva 76
	Diapositiva 77
	Diapositiva 78
	Diapositiva 79
	Diapositiva 80
	Diapositiva 81
	Diapositiva 82
	Diapositiva 83
	Diapositiva 84
	Diapositiva 85
	Diapositiva 86
	Diapositiva 87
	Diapositiva 88
	Diapositiva 89
	Diapositiva 90
	Diapositiva 91: Bacterias sin pared

