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Etapas da aula

1. Revisao de quimica: Compostos organicos

2. Estruturas basicas da célula bacteriana e suas fungoes
3. O que é Envoltorio bacteriano?

4. Estrutura quimica e funcdoes da membrana plasmatica

5. Parede celular de bactérias Gram-negativas



evisao de quimica: Com



Compostos organicos
X

Compostos inorganicos

* Os compostos inorganicos = agua, gases,
acidos, bases, sais...

* Excluindo-se a agua, constituem cerca
de 1 a1,5% das células vivas.

* Nao podem ser usados pelas células
para realizar funcoes biolodgicas
complexas.

Fonte: Google



Compostos organicos
X
Compostos inorganicos

* Os compostos organicos = sempre contém carbono
e hidrogénio e sua estrutura tipica € complexa

« Atomos de carbono podem se combinar em uma
enorme variedade de formas com outros atomos
de carbono e com atomos de outros elementos.

* Podem ser usados pelas células para realizar
funcdes bioldgicas complexas.

Fonte: Google



Compostos organicos — Esqueleto de carbono

|

H-C=C~-H

T )
L —0

Fonte: Google



Tabela 3.1 Grupos funcionais de importancia bioquimica

Grupo funcional  Estrutura® Relevéncia bioldgica Exemplo
O
Acido carboxilico C—OH Acidos organicos, aminoécidos, 4cidos graxes; lipideos; Acetato”
proteinas
O
Aldeido C—H Grupo funcional de aglcares redutores como glicose; aldeidos  Formaldeido
H
E A Alcool C? —0OH Lipideos; carboidratos Glicose
struturas: "
O
Ceto C Intermediérios do cicle do dcido citrico a-cetoglutarato
O H
Ester C—0—-C Triglicerideos Lipideos de Bactena e
G f ° ° H Eukarya;
rupos runcionals 5
d 'f t f Ester fosfato 0—P—0—C Acidos nucleicos DNA, RNA
irerentes conrerem 6
[ ] [ ] o
p ro p rl e d a d e s d lfe re nte S Tioéster Cc-8 Metabolismo energético; biossintese de acidos graxos Acetil-CoA
H H
é S m o I é c u I a S o rgé n i Ca s Eter CL 0—-C Certos tipos de lipideos Lipideos de Archaea
H H
g 9
Anidrido dcido C-0 F|3 =0 Metabolismo energético Acetil fosfato
O
O 0
Fosfoanidrido 0—P-0—P-0 Metabolismo energético Adenosina trifosfato (ATP)
0O O
O
Peptideo R—C é, N—C—R Proteinas Proteinas celulares
A ligagio ondulada (~) indica uma ligagia “rica em energia” {<= Secio 5.8)

"0 acetato (H,CCOQ") é a forma ionizada do acido acético (H,CCOOH) Fonte: Microbiologia de Brock



Tabela 3.2 Composigcdo quimica de uma célula

procariotica®
Porcentagem  Moléculas por célula
Molécula do peso seco” (diferentes tipos)
Macromoléculas 96 24.610.000 (~2.500)
totais
Proteinas 55 2.350.000 (~1.850)
Polissacarideos 5 4.300 (2)°
Lipideos 3,1 22.000.000 (4)°
Lipopolissacarideos 3,4 1.430.000 (1)
DNA 3,1 2,1 (1)
RNA 20,5 255.500 (~660)
Mondémeros totais 3,0 — % (~350)
Aminoacidos e pre- 0,5 — (~100)
cursores
Aclcares e precur- 2 — (~50)
sores
Nucleotideos e pre- 0,5 — (~200)
cursores
[ons inorganicos 1 —(18)
Total 100% —

Fonte: Microbiologia de Brock

Membrana
Flagelo citoplasmatica

Parede celular
Citoplasma

(a) Proteinas
marrom

Nucleoide Ribossomos

(c) Polissacarideos
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(@ Lipideos
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Compostos organicos — Carboidratos

Atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio = agticares

Relagao 2:1 entre os atomos de hidrogénio e oxigénio

H 0 H //o H O
~&7 CH,OH N \Z

H—C—O0H C—0 HO—C—H H—C—OH

HO—C—H HO—|C—H HO—C—H HO—C—H
I

H—C—OH H—C—OH H—C—OH HO—C—H

H—C—OH H—T—OH H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,0H
gicose frutose manose galactose

Os carboidratos simples sdo utilizados na sintese de aminoacidos e gorduras ou substancias
similares, que sao utilizadas para construir as membranas celulares e outras estruturas.

Polissacarideos — dezenas ou centenas de monossacarideos (agucares) unidos através de uma
sintese por desidratacao.

Fonte: Google



Compostos organicos — Lipideo

* Se os lipideos desaparecessem da Terra, todas as células vivas entrariam em colapso, se
transformando em uma poca de liquido.

Essenciais para a estrutura e a fungao das membranas celulares.
A funcao primaria dos lipideos é formar as membranas plasmaticas que recobrem as células.

Fonte: Google



Compostos organicos — Lipideo

« Atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio — gordura - Moléculas grandes e APOLARES
« NAO apresenta relacdo 2:1 entre os atomos de hidrogénio e oxigénio

o H
(a) Glicerol — H-C—C—C-H Glicerol H-C C C—H o
] | [ | [ sLigacao
OH OH (l) ? <I) / éster
——
‘;’\ Grupo Acido oleico L &= (|:=O Cl:=0_ Acido palmitico
c=0 | carboxila (insaturado) H—(IZ -H H—CII -H H—(F -H (saturado)
bty Cr7HaCO0H) TGl 'H-C—H| H-C-H  (C1sHyCOOH)
H-C~H + (H0 H-C-H H-C-H H-C-H * H0
r e —C-
i HCH HCH ML
H-C~H ; : |
H-C—H H-C-H H-C-H H-C-H
(b) Acido graxo H_(l:._H ?—H H'(l: -H H-(E ~H
(acido palmitico, H—CII “H o | H-C-H H-C-H
saturado) _ LA ('; Cli
(C45H4,COOH) H"é*H ( Cadeia de A /C‘\‘, H- I =H k= I -H A :
5 | hidrocarbonetos o . H-C-H H-C-H Acido estearico
H=C—H Nl | & (saturado)
H-C-H "/\C/ % | HC-H H-G=H (Ci;HyCOOH)
i o | HGH KO
H-C—H S H | HGH HGH
H-C=H bt | H-C-H H-C-H
| & Y el o 2 | |
H-C—H /C‘\/Y cqnhgumqao H—? —H S
v 44 R H-C—H
|
H -

Fonte: Tortora (c) Molécula de gordura (triglicerideo)



Fonte: Tortora

Compostos organicos — Fosfolipideo

W

Acidos graxos saturados
(empacotlamento estreito)

T r~

Cabecaspolares _____
(hidrofilicas)

3
-l-
2

I Y YYDy

c

OT0—

i

o On
& ?‘! Caudas apolares
: ‘CH, (hidrofobicas)
g';;, ; Acidos graxos insalurados
N (empacotamento frouxo)
Oy (b) Esta estrutura (bastante reduzida)
&.‘! &,.! & utilizada para representar os
o W fosfolipidecs ao longo do texto,
i | ,
is: "o WWN
é“. \G\‘t Moléculas de esterol separam as cadeias
&.’! ct" de dcidos graxos
CH,
&g \éga (c) Orientagac dos fostalipidecs em uma
":"'a \% membrana plasmatica.
£33 TN
CHy CHy.
| \
e v
Sy oMy
Acido graxo Acido graxo
saturado insalurado
(a) Estrutura dos fosfolipidecs.
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CELULA BACTERIANA

Capsula
Citoplasma

Ribossomos

Parede celular

Membrana plasmatica

Nucleoide
contendo DNA

Capsula

Parede celular

Plasmideo

Membrana
plasmatica

Fimbrias

Fonte: Tortora



DNA OU NUCLEOIDE BACTERIANO

* Uma unica molécula
e Circular

* Fita dupla
* Superenovelado

* Nao é delimitado por membrana

e Caracteristicas genotipicas e
fenotipicas essenciais as bactérias

Fonte: Google



PLASMIDEO

Elemento genético extracromossomal

* Fita dupla * pequeno

* Replicacao independente do nucledide

* Numero variavel

* Contém genes que conferem propriedades especiais as células:
* Resisténcia a antimicrobianos
* Proteinas efetoras
* Sintese de nutrientes
* Tolerancia a metais toxicos

* N3o é essencial a vida bacteriana = VANTAGENS!!!

* Biotecnologia

Fonte: Google



TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO

a Bacterial transformation

Release of

Donor cell Recipient cell

b Bacterial transduction

/" Release of
phage

Phage-infected donor cell Recipient cell

0= O™ ¥~

TransposonJ Donor cell Recipient cell

C Bacterial conjugation

Furuya EY and Lowy F (2006) Nat Rev Microbiol. 4: 36-45.



Fonte: Tortora

RIBOSSOMOS PROCARIOTOS

estreptomicina eritromicina
gentamicina cloranfenicol

GO -
(a) Uma (b) uma subunidade (¢) a unidade 70S
subunidade maior 50S constituem completa do
menor 30S e ribossomo
procariotico.
16S rRNA 23S e 55 rRNA

21 proteinas 34 proteinas
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Fonte: Google



Solug¢ao aquosa

Membrana citoplasmatica
Particulas insoluveis:
e Ribossomos

* Nucledide

Reag¢des quimicas

Agua

Sais e ions inorganicos
Acgucares

Aminoacidos Nucleotideos
Vitaminas

Coenzimas

Enzimas

Outros compostos soluveis

CITOPLASMA




CITOPLASMA

(2%) Phospholipids
(19%) DNA

(2%) Polysaccharides

Fonte: Google






ENVOLTORIO BACTERIANO

* Conjunto de membranas; estruturas macromoleculares; Delimitam o meio intracelular e o ambiente.

Peptideoglicano

Proteina Polissacarideo O

Cermne polissacaridico

(b) Parede celular gram-positiva || J[7J;—Lipideo A

Partes do LPS

Proteina porina

y/*——— Fosfolipideo

(c) Parede celular gram-negativa

Tortora — 10° edi¢do Brook 14ed



ENVOLTORIO

BACTERIANO

e Conjunto de membranas; estr

exopolysaccharide (EPS)

capsular
polysaccharide (CPS)
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Gram-negative bacteria

Eubacteria. Chris Whitfield, Christine M. Szymanski, and Markus Aebi. 2017
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Fonte: Google

Bactéria Gram-negativa Bactéria Gram-positiva

phospholipid

surface proteins D— teichoic acid
»
N R Q— lipoteichoic acid
»

peptidoglycan

NAM NAG

ptide

cytoplasmic
membrane
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membrane
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ESTRUTURAS DE SUPERICIE CELULAR - CAPSULA

e Externa a parede celular

* Polissacarideo — glicocalice (acucares organizados)
* Protéica

* Polissacaridica:

e Viscosidade

* Compacta

* Espessura variavel

* Fortemente aderida a membrana celular
e Capsula

* Fracamente aderida a membrana celular
* Camada limosa

* Funcao:
* Resisténcia a dessecagao — afinidade com H,O
* Fator de viruléncia — anti-fagocitica
* Adesado celular — bidtica ou abiodtica

Fonte: Google



CAPSULAS




ESTRUTURAS DE SUPERICIE CELULAR - FLAGELO

Longos apéndices filamentosos que realizam a propulsao da bactéria

e Estrutura helicoidal semi-rigida
e Ligados na membrana plasmatica e na parede celular
e Motilidade

e Adesao bacteriana

e Biofilme

e Maior do que a célula

e Espiroquetas - filamento axial
e Tipagem bacteriana




ESTRUTURAS DE SUPERICIE CELULAR - FLAGELO

Flageio polar - monotriqueo

@/

Flagelo anfitriqueo

Flagelo polar - lofotriqueo

Flagelo peritriqueoc

\

'\
\
\

—~— ¢
/'Q\'f"

Clin Microbiol Rey, 2012 Jan; 25(1): 42-78

Flagelo anfitriqueo

JVV "GP\

lum
mBio. 2014 May-Jun; 5{3): e01349-14,

Fonte: Adote o Ensino em Microbiologia — P4gina do Facebook



ESTRUTURA FLAGELAR — 3 regioes

Filamento

Dwad Ovflower, ) Secrwiol 151
a4 oo

Prateina
Mat
AnelC\~ = ;
e — 4+ -
s
Membrana Gancho
externa H* https://gfycat.com
(LPS)

Filamento
Gram-

negativa Gram- Filamento

positiva

Gancho
Corpo basal
Peptideoglicano 7 - Peptideoglicano

Parede celular
Parede celular

Membrana

externa Peptideoglicano

Membrana Proteina Mot  Proteinas Fli Protzina Mot
citoplasmatica (alternador do motor)
|
45 nm

Fonte: Microbiologia de Brock Fonte: Tortora



FLAGELO - BIOSSINTESE

Sintese do
filamento

Ganchoem Juncao
formacao gancho-

Cap -filamento Filamento

é] : — ——— |

Peptideoglicano Membrana citoplasmatica

Membrana Gancho formado '
externa o | (‘i\ N\
Proteinas \\\ '
Anel MS/C motoras (Mot) Anel P Anel L ’
a L b mm—  m— L m—
_d . __ ﬂ -

Fonte: Microbiologia de Brock Science Advances, doi:10.1126/sciadv.aao7054, 2018



FLAGELO — PADROES DE MOTILIDADE

® LOCOMOCAa0 ao acaso

® Em direcao a... em oposicao a...

e Quimiotaxia

e A velocidade natatdria € uma caracteristica dirigida geneticamente

Corrida Desvio
Flagelos reversiveis

r:> Oscilacao -
os flagelos => <=
M@Jo

(rotacao H)
Flagelos em feixe E 7 Rotacao AH Rotagao H
(rotacao AH)
Flagelos unidirecionais
<= l@ ﬁ} !
> A Colula =——
@ ..  Flagelos em feixe /\/\/9 f,\a‘ij";'a C?
w (rotacao AH) Rotacao H reorienta-se
Rotacao H

Corrida

Tortora — 12° edigdo



SWIMMING X SWARMING

Swimming - Movimentacao bacteriana
- Unidade (movimento da célula bacteriana)

- Meio aquoso

Swarming - Fendmeno social
- Multicelularidade
- Movimentacao de um conjunto bacteriano

- Superficies

Fonte: Google



D eossetve col A  'Stiff agar surface Planktonic cell
1anaahon
.
Differentiation Migration
e

Muiticeliutar rafts

Dedifferentiation

B ‘Soft agar surface

Hannah H. Tuson et al. J. Bacteriol. 2013;195:368-377 http://lpubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2009/sm/b812146j

Fonte: Google



FLAGELO E BIOFILME

- adesao celular - swimming e swarming

- colonizacao - regulada por Quorum sensing

Biofilmes formados por S. maltophilia
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FLAGELO E BIOFILME

Analise ultraestructural de biofilme de S. maltophilia

(Garcia et al., 2001)



ESTRUTURAS DE SUPERICIE CELULAR — FIMBRIAS E PILI

Fimbrias e os pili =2 proteinas filamentosas que se projetam a partir da superficie de uma célula, e
apresentam funcodes variadas.

Fimbrias — muitas cdpias nas células Pili — poucas cdpias nas células
* Curtas * Longo
* Adesao as superficies bioticase  * Varias classes
abidticas = Biofilme * Pili sexual — conjucacdo bacteriana
* Pili tipo IV —adesao e motilidade
' o Pilus
~ revestido
. por virus *

| I

\.

»
- v

Charles C. Brinton, Jr

Fonte: Microbiologia de Brock



PILI SEXUAL

Ponte de
conjugacao

T

(a) Pilus sexual MET D—— (b) Ponte de conjugacao @ —
0,3 um

Fonte: Tortora



3 - O que é Envoltorio bacteriano?



Envoltorio bacteriano

exopolysaccharide (EPS)

capsular

polysaccharide (CPS) a-glucan

:f lipomannan (LM)
= capsular poly- glycosylated hosohoinositol
v ; g ; phosphoinosito
b saccharide (CPS) S-layer protein mannoside (PIM) o
2 wall teichoic | S
b acid (WTA) fieachd } g
5 mycolic acids “ / ‘ % E
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Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria Mycobacteria |

Eubacteria. Chris Whitfield, Christine M. Szymanski, and Markus Aebi. 2017



Estruturas do envoltorio bacteriano

Membrana citoplasmatica
* Fosfolipideos

* Proteinas

* Enzimas
* Geracao de energia
e Potencial de membrana
* Transporte de nutrientes

Parede celular

Peptideoglicano
Acido teicdico
Acido lipoteicdico
Proteinas

Membrana externa
Fosfolipideos
Proteinas
Lipopolissacarideo

Gram +
Gram -

Gram -



4 - Estrutura quimica e fun¢coes da membrana
plasmatica



Membrana citoplasmatica - modelo do mosaico fluido

Membrana plasmatica ou membrana interna

* Delgada — bicamada fosfolipidica

* Fluida = dleo de baixa viscosidade

e Vital —integridade celular

e Barreira de permeabilidade altamente seletiva

()

* Citoplasma € = meio extracelular
Fosfolipideos

Constituicao
* Fospolipideos - ' .;‘53":::::

* Proteinas

Fonte: Microbiologia de Brock

Grupos
hidrofilicos

Grupos
hidrofobicos
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Membrana citoplasmatica

* Fosfolipideo — ligacdo éster = glicerol e acido graxo

g CH—N'(CHZ); ~

= (I;HZ _| colina

O -—

S ? L

T 0=pP—0 fosfato | @ nitrogénio

o 0 L

On . m = : Regi&o [~

8| CH;—CH—CH, glicerol ) O SR hidrof ica |_ (%

@ (I) (I) = 1 )

O ! - g 4 oxigénio $834% «x(su
. ﬂ hidrofébica ’
2 ¥ ) @ carbono 4 83888243834 ¥

@ CHz CH» \ Regiio = 2813 *\» 0" .)'1"}:"L‘j““, ‘ K

Zg l @ hidrogénio hidrof lica | , :

NS} acidos

0 (‘I‘H dupla graxos Glicerol

o ;

T CH ligacao Fosfato

sl %

= CH»

®

O
CHy CHs J -

Fonte: Tortora



Membrana citoplasmatica - Archaea

Fosfolipideo — ligacdo éter = glicerol e unidades repetitivas de isopreno

Ligagao ter Fitz?nil i
NP isopreno

<.>Hs
H,C =C—C=CH,

(c) Bicamada lipidica (d) Monocamada lipidica o .
Fonte: Tortora Tortora — 10 Edlgao



Mycoplasma e Ureaplasma

Fosfolipideo e esterdis

Figure 3,14 Microbiology: An Evolving Scinnce
© 2009 W.W.Norton & Company, Inc.

Esterois

Moléculas planas e rigidas, enquanto que os acidos
graxos sao flexiveis. A presenca de esterdides na
membrana confere resisténcia e estabilidade.

Resisténcia a antibidticos que agem na sintese da
parede celular

Penicilina
Cefalosporina
Vancomicina
Outros



Agentes antimicrobianos que interferem na estrutura da membrana citoplasmatica:

Polimixina B Alcool Quaterndrios de amonio

BUI3IX3
BURIQUIDIA]

Mureina

Periplasma

ednewse|doy)
BUBIQWIDIAI

o———0
o——0
o——0
| B

— Gm——
’\

Polimixina

nstituintes celular

Imagem: Profa.



Membrana citoplasmatica - funcoes

Funcoes da membrana citoplasmatica
1

R

(a) Barreira de permeabilidade: (b) Ancoragem de proteinas: (c) Conservacao de energia:
impede o extravasamento e atua como sitio de muitas proteinas envolvidas no sitio de geracao e dissipacao da forca
uma porta para o transporte de nutrientes transporte, bioenergética e quimiotaxia. proton-motiva.

para dentro e fora da célula.

Producdo de energia = citocromos, cadeia de transporte de elétrons
Duplicacao de DNA

Secrecdo de moléculas 2 enzimas, toxinas, bacteriocinas...

Biosintese = lipideos da membrana, peptideoglicano, LPS...

Fonte: Microbiologia de Brock



Barreira de permeabilidade

* Hidrofobicidade = evita extravasamento oo ® & o

* Citoplasma — solucao aquosa
 Sais, acucares, aminoacidos, vitaminas, etc.

 Moléculas hidrofdbicas
* Difusao simples

* Moléculas hidrofilicas
* N3o atravessam a membrana
e Sistemas de transporte

» Agua - aquaporinas

Tortora — 10° edi¢do Fonte: Google



Processos passivos - sem gasto de energia

Alta concentracdao = baixa concentracao

Transportador o
inespecifico Substancia

Transportador
transportada\‘ f
especifico
® o o P v

Aquaporina
Exterior
Membrana
plasmatica
Interior ) r
Glicose —ai»

(a) Difusao simples (b) Difusao facilitada através (c) Difusao facilitada através (d) Osmose através da bicamada

através da bicamada de um transportador de um transportador especifico. lipidica (a esquerda) e uma

lipidica. inespecifico. aquaporina (a direita).

\ J
Y

Proteinas transportadoras ou permeases

Tortora — 10° edi¢do



Processos ativos - gasto de energia

Baixa concentracdao = alta concentracao

Lactose e H* — Lac-permease

Mambrana

Transporte simples citoplasmatica RS

promovido pela
Componentes inespecificos Compaonentes especificos

energia da forga H* I 1
préton-motiva & o
. ta i
© Q Q .
Substancia s ) Glicose
transportada Manose

Diragao da transferéncia de P ==

?lecos‘ 6P Frutose

Translocagao de grupo:
modificagdao quimica da
substancia transportada,
promovida pelo
fosfoenolpiruvato

—

~—|

Transportador ABC:
proteinas periplasmaticas
de ligagao estao envolvidas

e a energia é fornecida
pelo ATP

O e o e e e
ESSEESE SRS RS SR peptideogicano

P

—— Proteina
Periplasma ﬁ ng;l;:gl;a:;atlca
\ x Substancia
) / Ex ; e S transportada

Transportador
transmembrinico

Proteina que
hidrotisa ATP

Organicos = Aclcares, aminoacidos In

Inorganicos -> Sulfato, fosfato, e certos metais. 1, Y. ..

Microbiologia de Brock — 12° edigao



SISTEMAS DE TRANSPORTE

Uniporte Antiporte Simporte

Unidirecional Bidirecional Co-transportadores

Microbiologia de Brock — 12° edigao



SISTEMAS DE TRANSPORTE

(a) T38S T3SS T4SS T6SS

{flagellar) (virulence) —_—

BAM TAM T58S Lol T2S8 Curi, CU T9SS Porins OMVs Holin MscL T1S

T8SS HM

secretome ——

extracellular

adoabhie
.

o |

2-step pathway
(b) 3=

——  exportome
—_—
periplasm g

YidC

ribosomal level

cytoplasmic level

chaperone-dependent chaperone-independent

co-translational post-transiational

A. Kuhn (ed.), Bacterial Cell Walls and Membranes, Subcellular Biochemistry 92, https://doi.org/10.1007/978-3-030-18768-2_11



5- Parede celular de bactérias Gram-negativas
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Parede celular de bactérias Gram-negativas

LPS OmpC or OmpF ,OmpA

Outer membrane[

p
88886888 .0.00. ..O...i.. OOOOOOO0000, .0.'0...0.........'...

Lpp ‘ ol B a

Y
Parede celular

Y
Envoltorio celular

o Penplasm _
— OO0OOC OO X OO ] L) ;. : = O OOOOOOOOCO00COOOOOTOOO0O0
plasmic membrane -( ' MM :
- QOO ;O...O...Q LA OO I J GG ()
= Cytoplasm _

Carmen Schwechheimer and Meta J. Kuehn. Nat Rev Microbiol. 2015 Oct; 13(10): 605—619.



Parede celular de bactérias Gram-negativas

* Principal funcdo = prevenir a ruptura das células bacterianas quando
a pressao da agua dentro da célula € maior que fora dela.

* Forma — morfologia microscopica N

* Ancoragem de flagelo
* Ancoragem de proteinas
* Fatores de viruléncia

* Resposta imunologica

Tortora — 10° edi¢do



Gram-negativas — espaco periplasmatico

* Regiao entre a membrana externa e a membrana plasmatica

Peptideoglicano = delgado (5%)

Alta concentracdo de enzimas hidroliticas (proteases, lipases, nucleases...)
Enzimas inativadoras de drogas

Proteinas transportadoras

Lps : g ?
Porin

Outer
Membrane ! 1
LPP
Peptidoglycan
Chaperone/
VIt _Oxidation Flagellum

M Inner W it M

embrane » Q ﬁ Sensor
———Periplasm

PloS Biology. doi: https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2004935.t001



Gram-negativas — peptideoglicano - mureina

* Polissacarideo composto por dois agucares
(monossacarideos) e aminoacidos

* N-acetilglicosamina (G ou NAG)
« Acido N-acetilmuramico (N ou NAM)
e L-Alanina
« Acido D-glutamico
« Acido diaminopimélico (DAP)
e D-Alanina

Ligacdo B 1,4 - sensivel a lisozima

e Varios componentes do peptideoglicano se
organizam, formando parte da parede
celular das bactérias Gram-negativas

Fonte: Microbiologia de Brock

N-Acetilglicosamina (@) Acido N-acetilmuramico (M)
I | |

\ \
I b )
Grupo ! (|3=O : (l) : ?zo:
N-acetil | - \ }
\Cl":i 2 H(.;; CH3 \Hi p
(':zo Ligacao
NH o sensivel a
Ligagoes » | L lisozima
peptidicas FeC Q=0 \
cruzadas NH L-Alanina

\\
I \ a‘ . | l lA .

r]le I\IJH 0
/4
HOOC—Cli—CHg—CHz—CHz—CH_?/ T ——Acido
H NH diaminopimélico

|
HiG—CH=B00H| — o arcoree

o

Tetrapeptideo glicano
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Leon J. Lebeau

Fonte: Microbiologia de Brock



Etapas da Biossintese da Parede Celular

1)) 7 10 R B B W L

Quter
membrane

70 | e | | 1\ |
oo'oooooo.ooooooooooolo.oolo

Lipoprotein
Murein

Bactoprenol
“Esteira de
transporte”

membrane

Murein precursors

Imagem: Profa. Rita de Cassia Café Ferreira



Membrana externa— Gram negativo

Camada bilipidica, assimétrica, associada a proteinas

Lipidica Protéica
* Fosfolipideos * Proteinas de membrana externa (OMPs)
* Lipopolissacarideo * Lipoproteinas

o P . K R

NONDNNNNDANNRD NN NN ‘ M 3] )

(06 4 6C 46 €606 44§66 (8 €8 (€ 4L ¢4 8¢ ({44 ¢4 ¢ A0 €8 €4 ¢ 0¢ 8 (4 8 C8 60 4E 48 16 Sh 4L 48 (
O OOOOOOOOOOOOOODOOOIUCOOOOOOOOO00

Inner-membrane protein

Natividad Ruiz et al, 2006. Nature Reviews Microbiology volume 4, pages57—66 (2006)



Membrana externa — Gram negativo - funcoes

* Definicao da forma da célula;
* Capacidade de resisténcia a variacdoes osmaoticas;
* Barreira semipermeavel — controle de permeabilidade — porinas;

* Barreira contra a agdo de detergentes, metais pesados, sais biliares, determinados
corantes, antibidticos e enzimas dlgestorlas como a lisozima;

* Manutencao do equilibrio idnico;

* Sensoriamento de fatores fisicos e quimicos do ambiente;
* Participacao nos processos de divisao celular;

e Suporte para estruturas externas, como adesinas;

* Participacao nos processos de secrecao;

* Participacao na motilidade celular;

* Resisténcia a desidratacao;

* Protecao contra componentes do sistema imune inato;

* Altamente imunogénica.



Sistemas de secrecao

Sec-dependent : Sec-independent

Type V secretion Type Il secretion | Type IV secretion Type lll secretion  Type | secretion
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Nature Reviews | Microbiology



Membrana externa — Componentes protéicos

l’

Proteinas envolvidas diretamente na exportacdo/ importacdo de proteinas e possivelmente drogas

Canais de transporte especificos
Receptores de alta afinidade
Lipoproteinas

Porinas classicas

large or e ]
hydrophobic | small nutrients; ( large
antibotics || some antibiotics | \ nutrient

T '

outer /Jog
[IKRAARA [RARAAR outer

~ porin membrane
‘ y\ recoptor & mambrana
. '.l. ) '-_ -:.: l"’p1‘(’0$)|ycar
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inner
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Nature Reviews | Microbiology
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Fonte: Google

Localizacao do LPS na membrana externa

Fonte: Microbiologia de Brock

protein

protein

LPS
O polysaccharide




Biossintese e transporte do LPS

(c) (b) (a)

LPS transport
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Citoplasma

Lpx pathway Wzy pathway

Current Opinion in Microbiology

Current Opinion in Microbiology 2013, 16:779-785



Estrutura do LSP

Journal of Endotoxin Research 2006 12: 205
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— Core
oligosaccharide
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doi:10.1128/ecosalplus.ESP-0001-2018



Diversidade estrutural dos LPS




Diversidade estrutural do lipideo A

E.coli lipid A

S.minnesota lipid A

14

16

N.meningqitidis lipid A

12
1442 14 42

H.influenzae lipid A

147147 14 14
14 14

Endotoxic Activity: +++

Endotoxic Activity: +++

Endotoxic Activity: +++

Endotoxic Activity: +++

K.pneumoniae lipid A

1214 14 $ 12-14 14
14-16 14-16

C.jejuni lipid A

GleNIN

16 16

Y.pestis lipid A

H.pylori lipid A

Endotoxic Activity: +++

Endotoxic Activity: ++

C. Erridge et al. / Microbes and Infection 4 (2002) 837-851

Endotoxic Activity: ++(?)

Endotoxic Activity: ++




Lipideo A

* Detectado em niveis de picomolar pelas células do sistema imune.

LPS

A

l

o®e :

Interferons Pf&lnﬂammatory

e @ cytokines,
®® eg. IL-1B,1L-18

o

Fonte: Google



Fonte: Google

Choque endotoxico

Damage blood —— Plasma loss, reduction——— Shock

vessel walls of blood pressure
Release of immature
neutrophils o eliaiitnit arrd E d g Comiel .
nterleukin-6 and - emen
(IL-6, IL-8) n. Ptox in (C3a and C5a)
Interleukin-1 (Lipid A of LPS)
(IL-1)
Leukocytes
\ ssads i Blood clotting
Platelet activatin
l factor (PAF) 9 *| reactions
Tumor necrosis factor
(TNF) and l
intravascular

Fever coagulation (DIC)

Hipotélomo cerebral

Endotoxina

Nicleo  Mocréfoge

Interleveina: |

pituitaria

o A lL-1 & liberada pelo o All-1 induz o hipotslomo o
macrélage na corrente produzic prostaglandinas, cue
sangiiinea, alovés da reojustam o "fermostato® corpo-
gual ele viojo até o ral para uma femperatura mais
hipotalamo no elevade, produzindo febre.
cérebro,

6 A bocténa é degradada
em um voctolo, liberando
endoxinas que induzem o
macréfago o produzir
inferleucina-1 [I-1].

o Um macréfage ingere uma
bactéric grem-negativo,

— - Inflammation

DEATH OF GRAM-NEGATIVE BACTERIUM
AND RELEASE OF LPS (ENDOTOXIN)




* Polissacarideo composto entre um e oito residuos de glicosil que
diferem entre as cepas por meio de acucares, sequéncias, ligacao
guimica, substituicao de anel, e formas utilizadas.

* A estrutura do polissacarido O define a especificidade sorologica do
antigeno O em um organismo.

* Grande diversidade das estruturas do antigeno O dentro de uma
espécie pode variar consideravelmente.

* MUITO antigénico - localizacao na membrana externa



LPS - Antigeno O

O-antigen
repeat 40 units

Core polysaccharide

Disaccharide
diphosphate

Lipid A
Fatty acids

* diferencia as bactérias em sorogrupos (AgO)
- Ag O + Ag H = sorotipo Ag 0: O1- 0173 TR
Ag H: H1- H60 (ex. E.coli O55:H6)

* Analise antigénica: em Laboratorio Clinico € realizada apenas para :
E. coli (fezes) Salmonella sp

Shigella sp Yersinia sp



Antigeno O

 Muito utilizado para caracterizacdo e tipagem de bactérias Gram-negativas 2>
sorologia.

Antigen Detection by Particle Agglutination

("®og g® = multivalent antigen)

Negative Positive

Fonte: Google



Antigeno O

Soroaglutinacao

TR IS O3 S, o - - o
SO LR A A VRIOIS S 2D 2 )
ST T TARTIL e L i —————

Teste de aglutinacao em lamina com anti-soros
especificos para identificacao de enteropatégenos

Fonte: Google



Antigeno O

0157
0145
0121
0113
0111

0103
045
026

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fonte: Animal Health Research Reviews 12(2); 169-185
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