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COMPOSICION QUIMICA Y ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA EXTERNA

FUNCIONES DE LOS ACIDOS TEICOICOS /ACIDOS TEICURONICOS: Dado su caracter -
fuertemente polianidénico, estos polimros desempefian un papel -
importante en el secuestro de cationes como el magnesio u - - La membrana externa de las bacterias gramnegativas estd compuesta de
otros indispensables para la actividad de enzimas ligadas con- prote{nas y de una bicapa asimétrica de lipidos, en'su cara externa el lipopo
la membrana plasmatica regulando su funcionalidad. lisacarido (LPS) es el lipido predominante y en la interna son los fosfolipi-

f Son antigénicos. dos. 'Los fosfolipidos, el lipopolisacédrido y las proteinas son los constitu- ‘

| Actudn como receptores para bacteridfagos. yentes principales y se' encuentran en una relacion 1:2:2 en peso; los catio—

En condiciones de escasez de fosfato, los acidos teicoicos pue omo el magnesio y el antigeno comin en enterobacterias son los constitu-

den funcionar como almacén de fosfato proporcionandolo para el

crecimiento y sobrevivencia de la bacteria, hasta que en el me
dio esté disponible un nuevo abastecimiento de fosfato inorgé:
nico.

nes cC |
yentes menores.
i

1.-EL LIPOPOLISACARIDO (LPS): Es una macromolécula acida, anfipatica y anfoté :
rica con un peso molecular de 4,500 daltones. Consiste de tres re |
giones estructural y funcionalmente distintas que son el Antige 2 i
no O, el Core y el Lipido A, unidas covalentemente entre si. {

5.-PEPTIDOGLICANA MODIFICADA Y ARABTNOGALACTANA: Esta mureina peculiar ocu
rre en micobacterias, nocardias y corynebacterias, donde los =
residuos de acido muramico presentan sustituyentes glicolilos-
y no los grupos acetilos usuales en este heteropolimero.

El Antigeno O y el Core constituyen la porcién hidrofilica, ambos- |
de naturaleza polisacarida. La region hidrofébica radica en el 1li-

i
La Arabinogalactana es un heteropolisacarido de naturaleza li- pido A. r!p
pidica cuya unidad monomérica es un disacarido formado de Ara- « W
binosa y Galactosa unidas por un enlace B 1 -4 , uno de cada - {

diez residuos de arabinosa se haya esterificado con acidos mi-
cbélicos en el carbono 5, éstos compuestos son betahidroxiaci--
dos alfa sustituidos de cadena larga. La arabinogalactana se
une covalentemente via un grupo fosfato con la posicidén 6-0OH -
de las unidades de acido N-glicolil-D-Muramico en las cadenas-
de glicana de la peptidoglieana. Los dos polimeros asociados-
se muestran en la siguiente figura:
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region hidrofilica regidén hidrofébica ~

La distribucion del LPS en la membrana externa e€s asimét rica, se - !
localiza solo len la cara externa, y dado gque su carga neta es nega- 1
tiva, la superficie celular tiene una fuerte carga eléctrica del -—-

ANTIGENO "O" CORE LIPIDO A il l
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mismo signo.

La coexistencia de aproximadamente 34,000 moleculas de LPS en la - ;}
membrana externa es permitida por el establecimiento de interaccio- 1
|

nes hidrofébicas entre su lipido A y protefhas vecinas, asi como --
por la asociacion electrostatica con cationes divalentes como el -
magnesio que neutralizan la carga negativa, favoreciendo el agrupa-
mierto estable de lipopolisacaridos. |

2 naturdaleza eléctrica del LPS y su presencia’en Ia membrana exter

na protegen al microorganismo contra diversos factores del huésped |

ARA=arabinosa omo 1a lisczima, sales biliares, detergentes y enzimas digestivas. i
?&Jgn;rnfﬁ. i | i‘ Constituye una barrera de permeabilidad que evita el paso de anti--

zgfﬁ:EZEIﬁfﬁiﬁfiji E: th& Eﬁbh hidticos hidrofdbicos efectivos contra grampositivos. E? Lf% confie |
muUramico. L2 re estabilidad a 1a membrana externa y favorece la asociacion celu-

‘ mﬁf“} lar durante la conjugacion. A

i S
E PEPTIDOGLICANA El lipopolisacarido presenta ademas una ampla gama de actividades -
Esquema que muestra las interacciones covalentes entre los acidos micolices biolég,§as Qomn‘son ek feﬁ?meno de’SChﬁr§xﬂ:n locai yrg§?er?' '}do.

la arebinogalactanay la peptidoglicana que ocurren en las paredes celulares la disminucion de lg pz’*szon‘sang';:nea, 1r1a:=11‘?1'wn y efecto l;u, v ;mi i

las bacterias acidorresistentes. te de la respuesta 1gmun», pirogenicidad 'y actividad ne fo 1¢ Lumc ﬁ

-al, que pueden considerarse beneficioscs para el huesped r
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b)C O R E : Es un heteropolisacarido acidico, cargado negativamente. Posee

dos subregiones:
a)LIPIDO A: Es la regién mas interna del LPS, es un oligosacarido acidico,

acilado, con propiedades lipidicas. Estd formado de o-L-4 amino-
Arabinosa y un dimero de B-D-glucosamina unidas por un enlace -

1 6. El extremo reductor del disacarido se asocia covalente
con una molécula de etanolamina mediante un grupo pirofosfato, y
el no reductor se asocia con la&-L-4 amino-Arabinosa a través -
de un grupo fosfato.

A)Oligosacarido de Heptosas y KDO 6 CORE INTERNO, cons-
tituido por azucares dcidos cargados. negativamente co
mo el KDO (acido 3-ceto-2-desoxi-octuldnico); HEPTOSA
(L-glicero-D-manoheptosa) a los cuales se les unen —-—
moléculas de etanolamina a través de uno 6 dos resi--
duos fosfato. Esta porcién proximal de la cadena poli
sacarida del LPS tiene un gran numero de grupos carga
dos negativamente lo que ocasionaria una fuerte repul
sién electtrostatica entre las moléculas de LPS, @ero
los contraiones que se asocian juegan un papel crucial
en la organizacién de la monocapa externa de LPS.

Los grupos amino e hidroxilo de las glucosaminas se encuentran -
sustituidos con 6 - 7 acidos grasos saturados (laurico, miristi-
co) 6 3-hidroxiicidos (Beta-hidroximiristico). Estos se unen por
enlaces amida con los grupos amino y por enlaces éster con los -
grupos hidroxilos. E1 grupo hidroxilo del C6 en la glucosamina -
del extremo no reductor es el punto de unidén con el KDO del CORE.
Usualmente al grupo hidroxilo del C3 en los beta-hidroxiécidos -
se les unen acidos grasos por enlace éster.

B)Oligosacarido de HEXOSAS 6 CORE EXTERNO: Esté consti-
tuido por azucares neutros como la glucosa, galactosa
y N-acetilglucosamina

La unién con el Lipido A se hace a traves de los residuos de -

KDO mediante enlaces cetosidicos.

¥
El core es comiin en todas las Salmonelas.
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ESTRUCTURA [EL LIPIDO A DEL IPS IE Salmonella typhimurium

El lipido A sirve para anclar el LPS a la membrana externa , y es
donde reside el principio endotéxico del LPS. Esta actividad 1la
confieren los dcidos grasos, pues su remocidn disminuye considera
blemente esta caracteristica. Los acidos grasos son los responsg
bles de las propiedades hidrofdbicas del lipido A. =

Estructura del core de Salmonella typhimurium
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Los grupos fosfatos de esta regién del LPS le permiten unir catio BIog 3

nes y mantener un medio ibénico apropiado similar a la accidn efec
tuada por los acidos teicoicos en las bacterias grampostivas.
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Core de Erwinia carctovora
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c) ANTIGENO "O": Es un heteropolisacarido neutro, de naturaleza hidrofilica,
consiste de hasta 30 unidades repetitivas, cada una de ellas
conteniendo de 3 a 6 monosacaridos; la longitud de la cadena

es diversa aun en un cultivo de una cepa, y tiene una confor
macidén helicoidal.

Antigeno "O"

Representacion del LPS

El antigeno "0" 6 tambien llamado cadena de polisacarido "O"
especifica, es la porcién variable del LPS, y las cepas sero
logicamente distintas, difieren en la composicién quimica y
estructura del antigeno "O".

2) ANTIGENO COMUN EN ENTEROBACTERIAS (ECA): Es un heteropolisacarido acidico, -
cargado negativamene. La porcidn hidrofilica de esta molécula -
anfipatica es una cadena de aminoazucares parcialmente esterifi
cada con acido palmitico. La unidad repetitiva del polimero con
tiene N-acetilglucosamina (NAG), acido N-acetil-manosaminuréni-
co (NAMAU) y 4 N-acetil-fucosa (4-acetamido, 4,6 didesoxi-D-ga-
lactosa ). La porcidn hidrofdbica de la molecula es una unidad
de fosfatidilglicerol, la cual le permite anclarse a la membra-
na externa.

Algunas cepas de E. coli como la B, C y K12 poseen LPS caren
tes de antigeno "0", y se distinguen porque en agar forman -
colonias rugosas.

Entre los monosacaridos que integran la unidad repetitiva —-—
del antigeno "O" se encuentran azucares neutros como la mano
sa, fructosa, galactosa,glucosa, glicerol, aminoaziicares co-
mo la 4-amino-arabinosa de E.coli y S. typhimurium, N-acetil
glucosamina en E. coli, 4 amino, 4,6 didesoxi-D-Manosa de -
Vibrio cholerae: acidos urénicos como el acido glucurénico -
de Salmonella boydii y E.coli; acido galacturénico en Xantho
monas y el acido galactosaminurénico de Citrobacter interme-
dium; desoxiazucares como la abecuosa, colitosa, tivelosa,-
ascarilosa y paratosa.
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Estructura quimica del ECA, R: acido palmitico.
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. La porcién heteropolisacarida puede sustituir al antigenc !"O"
e R SRR en el. LPS usando técnicas genéticas, pero esto no ocurre na—-
L
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turalmente.
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Anligepo "O°. de E.coll El antigeno comin en enterobacterias. (ECA) esta presente en -

cantidades significativas en las. bacterias de la familia - -
Enterobacteriaceae, siendo responsable de la especificidad --
serolégica.

Abe, abecuosa; Man, manosa; Rha, ramnosa; Gal, galactosa; -
Col, colitesa; NAcGlu, N-acetilglucosamina; Glu, glucosa




3) PROTEINAS: El patrén de proteinas de la-membrana externa es dominado por --

unas cuantas proteinas que en condiciones constitutivas se encuen
tran presentes en gran numero, por lo que han sido designadas co-
PROTEINAS MAYORES, estas incluyen a la Lipoproteina de Braun, -
La Proteina OmpA y las Porinas. En menor cantidad se encuentran-
un grupo de 10 - 12 proteinas conocidas como PROTEINAS MENORES, -
éstasjnchyen a las proteinas LamB, Tsx, TonA, Fep A, BtuB y la -
fosfolipasa. Este patrdn es flexible y en consecuencia, las -
proteinas menores pueden producirse  en grandes cantidades cuando
la célula se hace crecer en diversas condiciones como son en pre-
sencia de maltosa,. limitacion de fosfato 4 otros nutrientes 6 -
en presencia de informacidén genética adicional. Estas proteinas -
intervienen en la difusidén transmembranal de solutos de alto peso
molecular , actuan como receptores de fagos y colicinas, se les -
relaciona con la replicacion del DNA y en la divisidén celular.

PROTEINAS MAYORES

a.-LIPOPROTEINA DE BRAUN: Es un polipéptido pequefio de 58 aminoacidos, con un -

Ac. palmitico (65%)

peso molecular de 7,200 daltones; de un 80 - 88% de -

Ac. palmitoleico (11%) la cad?na polipeptidica posee un configuracidén de -—-
Ac.Cis-Vaccenicoiilk) alfa hélice.
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En una célula hay aproximadamente 700,000 moléculas ,
un tercio de las cuales se hayan asociadas covalente-

'b mente con la peptidoglicana'y 2/3 se encuentran en —-
L & forma libre.

1&] éﬁ) Cada molécula de lipoproteina lleva sustituyentes li-

pidicos en el extremo N-terminal, y se asocia covalen
temente con la peptidoglicana a través del extremo —-
carboxilo terminal.

Lol

Nuquﬁgﬁg.aﬁﬂ5%x Las cadenas polipeptidicas tienen a asociarse unas —-
mitolel 11

YA
:E?Skarenrxﬂ2éﬁ)con otiras formando trimeros.Solo una molécula del -~

%é%&ggg%}g;jjy}uligémero se asocia covalentemente con la peptidogli-
Ciclopropilen- ~ cana, se denomina "forma unida", las otras dos se --

octadecanoico(8%) 1laman forma no unida" 6 "forma libre".

Esta proteina no esta expuesta en la superficie celu-
lar sino que se encuentra anclada en la cara interna-
de la membrana externa. Su funcidn es estructural, -
estabilizando la arquitectura del complejo membrana -
externa—peptidoglicana dado su unidon covalente con --
esa macromolécula. Sin embargo, no es escencial para-
] ecrecimiento; las mutantes ‘que carecen de ella mues
tran una estructura inestable de la pared con multi--
ples evaginaciones de la membrana externa y liberacion
de enzimas periplasmicas, pero no se observan defect
notables en el crecimiento o en la rfologia celular.

b) PROTEINA Omp A: Es un polipéptido con un peso molecular de 35,159 dal-
tones rico en B-tira plegada. En la membrana externa muestra-
dos grandes dominios, el N-terminal insertado en la bicapa y -
el C-terminal expuesto en su cara interna.

Es una proteina transmembranal que se encuentra expuesta tanto
en la superficie celular como en el espacio periplasmico, pero
no €s capaz de formar oligomeros, aunque si se asocia con la -
lipoproteina. No es una porina, y dado que su movilidad elec-
troforética en geles de poliacrilamida disminuye cuando la tem
peratura de solubilizacién se incrementa a 100°C, ha motivado-
que los investigadores le llaman "Proteina modificable por el-
calor".

Esta proteina se asocia con la capa de peptidoglicana subyacen
te pero de una manera no covalente.

Se le ha relacionado con la conjugacidn bacteriana, puesto que
esiabiliza la pareja conjugativa. las mutantes que carecen de
proteina OmpA son deficientes en conjugacién mediada por el -
pili F; asimismo se ha observado gue la conjugacidén bacteriana
es inhibida por la proteina OmpA purificada.

la proteina OmpA juega tambien un papel significativo en el —--
mantenimiento de la morfologia celular y en la integridad de -
la membrana externa debido a su interccién con la mureina.

Esta proteina sirve también como receptor de fagos como el ——
Tuli* y K3 de Escherichia coli.Se ha demostrado que juegan un-
papel importante como sitios receptores de colicinas.
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Son proteinas que producen "poros" transmembranales de difusién pasi
va que permiten el influjo de nutrientes y el eflujo de productos de dese
cho. Estas proteinas forman canales llenos de agua cuyo diametro determi
na el limite de exclusidén, es decir, el *‘amafio de las moléculas hidrofili
cas que pueden atravezarlos. i

La pared interna del canal posee aminoacidos cargados cuyo namero y-
posicién determinan la selectividad iénica del poro, por lo que estas —--=
aberturas pueden ser selectivas para cationes o aniones, pero generalmen-
te es débil para iones pequefios como el gEinigiss

Las subunidades que constituyen las porinas examinadas hasta ahora -
poseen pesos moleculares que oscilan entre 28,000 y 48,000 daltones, y —-
tienen la capacidad de asociarse usualmente en grupos de tres; estos =
oligomeros mantienen una asociacidén no covalente fuerte con la peptidogli
cana y las moléculas de lipopolisacarido.

Hasta la primera mitad de 1987 han sido identificadas y caracteriza-
das 44 porinas de 32 especies pertenecientes al 25% de las familias de —-
bacterias gramnegativas, para algunas de las cuales proporcionaremos in--
formacidén enseguida.




