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RESUMEN

La capacidad de las membranas bioldgicas para compartimentar diversos procesos fisiologicos como la transduccion
de senales, trafico vesicular, entre otros, ha llevado al estudio de estructuras conocidas como balsas lipidicas o
microdominios de membrana. Estos microdominios se componen de proteinas y lipidos especializados, los cuales
han sido ampliamente descritos en una gran variedad de células eucariotas. Una caracteristica de las balsas lipidicas
es el alto grado de empaquetamiento de sus componentes, lo que genera una menor fluidez con respecto al resto
de la membrana. La técnica mas empleada para caracterizar estos microdominios, es la generacion de membranas
resistentes a detergentes (DRM-Detergent-Resistant Membranes), la cual aprovecha las caracteristicas fisico-quimicas
de las balsas lipidicas, cuyos componentes estructurales son resistentes a la solubilizacion por detergentes. Las
proteinas que contienen un dominio conocido como SPFH (Stomatin, Prohibitin, Flotillin, HAK/C) son consideradas
como marcadores de balsas lipidicas y se identifican frecuentemente en preparaciones de DRM. Recientemente, la
amplia distribucion de proteinas con dominios SPFH codificadas en cromosomas bacterianos, ha dirigido el enfoque al
estudio de estructuras similares a balsas lipidicas en las membranas bacterianas. En esta revision se exponen algunos
avances recientes en la identificacion y estudio de los microdominios de membrana bacterianos similares a balsas
lipidicas presentes en eucariontes.
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Lipid raft-like bacterial membrane microdomains

ABSTRACT

The capacity of biological membranes to compartmentalize various physiological processes such as signal transduction,
vesicular traffic, among others, has led to the study of structures known as lipid rafts or membrane microdomains.
These microdomains are made of specialized proteins and lipids, which have been widely described in a broad variety
of eukaryotic cells. A feature of lipid rafts is the high degree of packaging of their components, which generates
less fluidity with respect to the rest of the membrane. The most commonly used technique to characterize these
microdomains is the generation of Detergent-Resistant Membranes (DRM), which takes advantage of the physico-
chemical characteristics of lipid rafts, whose structural components are resistant to solubilization by detergents. SPFH-
domain containing proteins (Stomatin, Prohibitin, Flotillin, HAK/C) are frequently found in DRM preparations and
are commonly used as lipid rafts markers. Recently, the widely distribution of SPHF-containing proteins encoded in
bacterial chromosomes, has directed our attention to the study of lipid raft-like microdomains in bacterial membranes.
In this review, we present some recent advances on the identification and analysis of bacterial lipid raft-like membrane
microdomains.
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INTRODUCCION
as membranas biologicas estan constituidas
principalmente por lipidos de naturaleza anfipatica
y proteinas asociadas que forman una barrera
semipermeable que delimita el interior y el exterior
de la célula. Una de las familias de lipidos mas abundantes en
las membranas la constituyen los glicerofosfolipidos, los cuales
contienen dos 4cidos grasos unidos a un esqueleto de glicerol,
un grupo fosfato y una cabeza polar variable que determina
el tipo de glicerofosfolipido. Algunos glicerofosfolipidos que
destacan en la composicion de las membranas bacterianas
son: la fosfatidiletanolamina (PE), el fosfatidilglicerol
(PG), la cardiolipina (CL), el lisil-fosfatidil-glicerol (LPG),
el fosfatidilinositol (PI), el &cido fosfatidico (PA) y Ila
fosfatidilserina (PS). Ademas de los lipidos anteriormente
mencionados, las bacterias son capaces de formar otros
lipidos libres de fosforo como: los lipidos de ornitina (OL),
los sulfolipidos, el diacilgliceril-N,N,N-trimetilhomoserina
(DGTS), los glicolipidos (GL), el diacilglicerol (DAG), los
hopanoides (HOP), entre otros (Sohlenkamp & Geiger, 2016).

Desde hace mas de 100 afios, la tincién de Gram ha permitido
clasificar a las bacterias en dos grandes grupos, segun las
caracteristicas y composicion de la envoltura celular, que
determina la capacidad de retener el colorante cristal violeta.
Posteriormente, la microscopia electronica permitié poner en
evidencia las diferencias morfologicas de las bacterias Gram
negativas y Gram positivas. En las bacterias Gram positivas
se pueden identificar dos estructuras que envuelven a la
bacteria: la pared celular (compuesta por peptidoglicano) y
la membrana citoplasmica o membrana interna (MI). Por otro
lado, en las bacterias Gram negativas, adicionalmente a la
Ml y a la pared celular, existe una membrana externa (ME)
que recubre a las células (Silhavy, Kahne, & Walker, 2010).
Existen diferencias significativas en la composicion de estas
estructuras membranales, mientras que la cara interna de la
ME esta compuesta de fosfolipidos (PL), la cara externa es
rica en glucolipidos, principalmente lipopolisacéridos (LPS)
(Kamio & Nikaido, 1976). Por otro lado, la MI esta compuesta
mayoritariamente por los glicerofosfolipidos anteriormente
mencionados, y también se ha observado que existe asimetria
en la distribucion de lipidos entre las caras de la bicapa
lipidica, habiendo mayor cantidad de PE en la cara interna
y de PG en la cara externa (Rothman & Kennedy, 1977).
Ademas, la CL se distribuye predominantemente en los polos
de las bacterias de tipo bacilar. Esta distribucion preferente
de la CL en las regiones concavas del bacilo es consistente
con la forma conica predicha de una molécula de CL (debido
a una cabeza polar relativamente pequefia en comparacion
a la porcion hidrofobica), que le permite localizarse en las
regiones con curvatura negativa (Renner & Weibel, 2011).

La distribucion y presencia de los lipidos difiere notablemente
entre géneros y especies bacterianas. Por ejemplo, en

Escherichia colila PE representa cerca del 75% del porcentaje
total de lipidos, y el PG y la CL representan el 15% y 5%
respectivamente (Cronan, 2003), mientras que en Pseudomonas
aeruginosa, los porcentajes de PE, PG y CL corresponden al
60%, 21% y 11% respectivamente (Gilleland & Lyle, 1979).
En otro ejemplo, en Bacillus subtilis el porcentaje de PE,
PGy CL es de 12%, 70% y 4% respectivamente; ademas de
presentar otros lipidos como los GL (5%), DAG (2%), entre
otros (Clejan, Krulwich, Mondrus, & Seto-Young, 1986). Es
importante destacar, que la composicion de la membrana de
E. coli es relativamente simple y no es representativa de la
gran variedad de lipidos que pueden contener las membranas
bacterianas.

Porotraparte, las proteinas también constituyen un componente
mayoritario en las membranas bacterianas. Estudios por
prediccion de localizacion por secuencia han determinado
que cerca del 20-30% de los genomas bacterianos codifican
para proteinas integrales de membrana (Krogh, Larsson, von
Heijne, & Sonnhammer, 2001). En el caso de E. coli, se ha
predicho que cerca de 1,000 del total de 4,288 genes codifican
para alguna proteina integral y que poseen al menos un cruce
transmembranal (TM) (Daley et al., 2005; Krogh, Larsson,
von Heijne & Sonnhammer, 2001). Sin embargo, algunas
lipoproteinas, asi como proteinas solubles citosolicas (que no
poseen TM), pueden ser reclutadas en la membrana segin la
demanda de diversos procesos celulares (Luirink, Yu, Wagner,
& de Gier, 2012; Papanastasiou ef al., 2013).

ORGANIZACION DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

A lo largo de la historia diversos modelos han tratado de
explicar la naturaleza, composiciéon y distribucion de las
membranas biologicas. El modelo del mosaico fluido marcéd
un paradigma en el estudio de las mismas (Singer & Nicolson,
1972), al reconocer que las proteinas anfipaticas residen
dentro de la bicapa lipidica y poseen una estructura dinamica,
asumiendo una distribucion homogénea de los componentes
a lo largo de la membrana. En esa época, diversos estudios
corroboraron la capacidad de los componentes de la membrana
de transportarse lateralmente (Frye & Edidin, 1970).

Durante mucho tiempo se mantuvo el paradigma respecto
a la distribucion homogénea de los componentes de las
membranas, como lo sugeria el modelo del mosaico fluido.
Sin embargo, estudios en células eucariontes sobre el trafico
de lipidos y transduccion de sefiales, sugirieron que tanto
los lipidos como las proteinas de membrana no se localizan
aleatoriamente en la bicapa lipidica (Lisanti & Rodriguez-
Boulan, 1990). En bacterias, a través de diversas técnicas
de tincion de lipidos, se han observado regiones especificas
en la membrana cuya composicion lipidica difiere con el
resto de la bicapa. Por ejemplo, en E. coli se han puesto en
evidencia porciones de la membrana enriquecidas en PE, asi
como otras con una mezcla compuesta de PG y CL (Fishov &
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Woldringh, 1999). Adicionalmente, se ha definido que la CL generalmente insaturadas y menos extendidas (Figura 1b), por
se enriquece principalmente en los polos y el septo de la célula lo que la red de lipidos es laxa y poco ordenada, resultando
en division en géneros y especies bacterianas diversas como en una C. y difusion rotacional de los lipidos alta. Debido
E. coli (Mileykovskaya & Dowhan, 2000), Pseudomonas a lo anterior, pueden existir diferentes grados de fluidez a
putida (Bernal, Mufioz-Rojas, Hurtado, Ramos, & Segura, lo largo de la membrana de acuerdo a la composicion de la
2007), Bacillus subtilis (Kawai et al., 2004) y Mycobacterium misma (Siontorou, Nikoleli, Nikolelis, & Karapetis, 2017,
tuberculosis (Maloney et al., 2011). van Meer, Voelkner & Feigenson, 2008). Los esteroles, que
se encuentran principalmente en las membranas biologicas de
En un medio acuoso, los lipidos que constituyen a las eucariontes, no son capaces por si mismos de generar bicapas
membranas biologicas pueden existir en diferentes estados lipidicas. Sin embargo, cuando estos se intercalan en bicapas
fisicos de acuerdo con su organizacion lateral, el grado de ya formadas pueden generar fases de liquido ordenado (1)
ordenamiento y la movilidad de las moléculas lipidicas. Estos que tienen caracteristicas tanto de la fase solido-gel como la
diversos estados ocasionan numerosos re-arreglos espaciales liquida (Figura Ic¢); esta fase es altamente ordenada, ademas
y grados de libertad de cada lipido con respecto a sus vecinos, los valores de C_.y velocidad de difusion lateral son casi tan
por lo que diversas fases pueden coexistir a lo largo de la altos como en la fase 1, pero mantienen grados de fluidez
membrana. El tipo de fase adoptada depende de la estructura menores como en fase s (van Meer, Voelkner & Feigenson,
de los lipidos como longitud y saturacién de las cadenas 2008). Interesantemente, la mayoria de las membranas
hidrocarbonadas, aunque otros parametros fisicoquimicos bacterianas carecen de esteroles en su membrana.
como la temperatura, pH, fuerza ionica pueden afectar la
naturaleza de las fases. Los dos extremos de los estados de los DOMINIOS DE MEMBRANA: BALSAS LIPIDICAS
lipidos son la fase solido-gel y la liquida (van Meer, Voelker, Una consecuencia de los miultiples estados de fluidez de la
& Feigenson, 2008). Ademas, se ha descrito que tanto las membrana es que los componentes que conforman la fase 1
proteinas solubles como las asociadas a la membrana pueden pueden estar organizados en una distribucion heterogénea,
interactuar con lipidos especificos o dominios de lipidos y de provocando la creacion de plataformas o dominios que difieren
esta manera afectar a las propiedades globales de la bicapa en composicion de lipidos y proteinas con respecto del resto de
lipidica (Deol, Bond, Domene, & Sansom, 2004; Lee, 2003). la membrana. La presencia de estos dominios de membrana es
evidente en algunos tipos de células eucariontes polarizadas.
En la fase solido-gel (LB) o también 1lamada solido ordenado Por ejemplo, existen dominios en la membrana basolateral y
(s,), las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos muestran una apical de las células epiteliales los cuales se extienden por
configuracion saturada y con alargamiento maximo, dando varios micrometros. Aunque morfologicamente parecidos,
como resultado una red de lipidos extremadamente compacta estos dos dominios membranales tienen funciones especificas
y altamente ordenada (S) (Figura la); en consecuencia, la dependiendo de la linea celular (Mazzone, Tietz, Jefferson,
difusion lateral de los lipidos (C,) estd fuertemente disminuida. Pagano, & LaRusso, 2006; Simons & Van Meer, 1988; Stoops
Mientras que en la fase fluida (L)) o también llamada & Caplan, 2014). Los primeros intentos por explicar las
liquido desordenado (l,), las cadenas hidrocarbonadas son diferencias en la organizacion de la membrana plasmatica,

Cc
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Sélido ordenado Liquido desordenado Liquido ordenado

S, (Lp) Iy (Lo) I, (L) @

S= Alto S= Bajo S= Alto Esteroles
C;=Lento (10 pm? s*1) C;= Rapido (~1 pm? s*1) C;= Rapido (~1 pm? s™)

Figura 1. Tipos de fase de membrana y caracteristicas relevantes. a) Sélido ordenado (s ), las cadenas de los acidos grasos se encuentran
insaturadas generando un estado solido con caracteristicas de fluidez reducida y alto grado de ordenamiento. b) Liquido desordenado
(1), las cabezas polares de los fosfolipidos pueden rotar libremente permitiendo una fluidez alta pero un grado de ordenamiento menor. ¢)
Liquido ordenado (1) las cadenas aciladas de los fosfolipidos se encuentran estabilizadas por esteroles u otros lipidos permitiendo un alto
grado de ordenamiento por lo que su fluidez se reduce considerablemente, pero mantiene la velocidad de difusion lateral como en la fase 1.
S: entropia, C,: coeficiente de difusion lateral de lipidos. Fuente: elaboracion propia.
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ademas de la localizacion de lipidos y proteinas, condujeron
a la propuesta de que pequefias areas en la membrana se
encontraban en fase | , por lo que permanecian “flotando” en
superficies mas grandes de fases 1;, haciendo una analogia:
“parecidas a las balsas en agua” (Brown & Rose, 1992; Simons
& Van Meer, 1988). Los reportes de Simons & Ikonen (1997),
propusieron que existen microdominios de membrana en
células epiteliales polarizadas, los cuales contienen diferentes
composiciones de lipidos y grados de fluidez a lo largo de la
membrana, a los que llamaron “balsas lipidicas”. Desde que
surgid este concepto, la definicion de balsa lipidica ha ido
cambiando a lo largo de los afios, hasta que en el Keystone
Symposium on Lipid Rafts and Cell Function, celebrado en
2006, se logrd establecer una definicion consenso. Segun la
definicion, la balsa lipidica debe ser pequefia (10-220nm),
heterogénea, altamente dindmica, enriquecida en esteroles y
esfingolipidos, ademas de compartimentar procesos celulares
y ser estabilizadas por interacciones proteina-proteina y
proteina-lipido (Pike, 2006). Si bien esta definicion describe
de manera completa a los microdominios de membrana
de células eucariotas, descarta la posibilidad de que las
membranas bacterianas contengan balsas lipidicas, ya
que la gran mayoria de las bacterias carecen de esteroles y
esfingolipidos en sus membranas. Sin embargo recientemente,
a través de diversas técnicas y enfoques, se han identificado
dominios membranales similares a las balsas lipidicas en
diversos géneros bacterianos como: E. coli (Guzman-Flores,
Alvarez, Poggio, Gavilanes-Ruiz, & Georgellis, 2017; Lopez
& Kolter, 2010), Staphylococcus aureus (Lopez & Kolter,
2010), Bacillus anthracis (Somani, Aggarwal, Singh, Prasad,
& Bhatnagar, 2016), Bacteroides fragilis (An, Na, Bielawski,
Hannun, & Kasper, 2011), Borrelia burgdorferi (LaRocca et
al.,2013) y Helicobacter pylori (Hutton et al., 2017).

MEMBRANAS RESISTENTES A DETERGENTES

La herramienta mas empleada para el estudio de la
composicion de dominios membranales es la extraccion por
detergentes no i6nicos como el Triton X-100. La técnica se
basa en las propiedades fisico-quimicas que le permiten a la
membrana mantener o perder su composicion y estructura
por tratamientos con detergentes. Esto se debe a que el
tratamiento con detergentes puede afectar a la mayoria de
las interacciones lipido-lipido de la membrana bioldgica, sin
embargo, una pequefia porcion de la membrana es capaz de
resistir al tratamiento con detergentes y puede recuperarse
como DRM (membranas resistentes a detergentes, acronimo
del inglés Detergent-Resistant Membranes) (Brown, 2006)
(Figura 2a). Se ha sugerido que los DRM preparados con
Triton X-100, posiblemente se originan al extraer la fase
1, de la membrana debido al alto empaquetamiento de los
lipidos (Brown & London, 1998). También, la extraccion por
detergente es capaz de alterar las interacciones lipido-proteina,
de tal manera que gran parte de las proteinas de membrana se
solubilizan. Por otro lado, solo algunas proteinas conservan

su asociacion con los lipidos y pueden recuperarse en DRM.
La asociacion de una proteina-lipido en forma de DRM puede
indicar una fuerte interaccion de la proteina con los dominios
de fase I (Brown & London, 1998). Por lo tanto, uno de los
primeros métodos para la caracterizacion bioquimica de las
balsas lipidicas fue el analisis de las fracciones enriquecidas
en DRM.

Los DRM han sido ampliamente caracterizados en células
eucariontes y usualmente son preparados con los detergentes
Triton X-100 (Brown & Rose, 1992) y CHAPS (Alfalah et
al., 2005). Sin embargo, también se ha documentado el uso de
otros detergentes como Brij 58 y 98 (Williamson et al., 2010),
Lubrol WX (Delaunay, Breton, Trugnan, & Maurice, 2008),
incluso se han reportado preparaciones libres de detergentes
empleando carbonato de sodio (Macdonald & Pike, 2005). Sin
embargo, existen evidencias en modelos eucariontes de que
las proteinas enriquecidas en las fracciones de DRM pueden
variar de acuerdo con el detergente empleado para solubilizar a
la membrana. Un ejemplo es el receptor de transferrina, el cual
se enriquece cuando se usa Triton X-100 y CHAPS pero se
solubiliza al usar Brij 98, Brij 96, Brij 58, Lubrol WXy Tween
20 (Schuck, Honsho, Ekroos, Shevchenko & Simons, 2003).

La solubilizacion empleando 1% de Triton X-100 a 4°C,
suele ser usada en diversas preparaciones debido al mayor
rendimiento al recolectar las fracciones enriquecidas en
DRM. Ya que existe una relacion alta de lipido/proteinas, los
DRM poseen una baja densidad y pueden ser recuperados en
gradientes de sacarosa u Optiprep (Figura 2b). Frecuentemente
pueden ser recuperados en la interfaz correspondiente entre
5%-30% del gradiente (Babiychuk & Draeger, 2006; Magee
& Parmryd, 2003; Nebl et al., 2002). Otro parametro critico
para el aislamiento de los DRM es la seleccion adecuada
de la proporcion detergente/proteina membranal, que debe
adaptarse segiin la naturaleza de la membrana bioldgica
(Schuck, Honsho, Ekroos, Shevchenko & Simons, 2003).
Por ejemplo, existen reportes en donde se usa una relacion
detergente/proteina 15:1 para la preparacion de DRM de hojas
de Nicotiana tabacum (Mongrand et al., 2004), por otro lado,
se ha reportado una proporcion de 8:1 para preparaciones
similares en hojas de Arabidopsis thaliana (Borner et al.,
2005). Ademas, se informo una relacion de 12.5:1 como la
condicion Optima para las preparaciones de DRM a partir
de membranas plasmaticas de Phaseolus vulgaris, hojas
de Nicotiana tabacum y germinaciéon de embriones de Zea
mays (Carmona-Salazar et al., 2011). Finalmente, los DRM
de neutrofilos bovinos se han recuperado en proporciones
entre 5:1y 10:1 (Nebl et al., 2002), mientras que una relacion
3:1 fue suficiente para el aislamiento DRM de las células
epiteliales (células MDCK) (Delaunay, Breton, Trugnan &
Maurice, 2008). Finalmente, para E. coli se ha reportado que
una relacion de 8:1 es adecuada para la obtencion de DRM a
partir de preparaciones de membrana interna (Guzman-Flores
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etal., 2017).

Por todas estas variables, la obtencion de DRM vy la
interpretacion de su analisis bioquimico presenta algunos
inconvenientes. Algunas proteinas enriquecidas por estos
procedimientos so6lo pueden ser obtenidas bajo el uso de
ciertos detergentes y en relaciones detergente/proteina
especificas, por lo que la identificacion de proteinas en DRM
no necesariamente deben de ser consideradas una prueba
definitiva de la asociacion con las balsas lipidicas.

FLOTILINAS COMO MARCADORES DE BALSAS LIPIDICAS

Las flotilinas son proteinas recurrentemente identificadas
en los DRM obtenidos de diferentes tipos celulares. Estas
proteinas pertenecen a una superfamilia que se caracteriza por
contener el dominio SPFH (Stomatin, Prohibitin, Flotilin y
HfIC/K) o también conocido como dominio PHB (Prohibitin)
(Tavernarakis, Driscoll, & Kyrpides, 1999). Proteinas con este
dominio tienen funciones diversas en distintos organismos y

tejidos, pero comparten la particularidad de comportarse como
proteinas membranales con la capacidad de oligomerizar para
formar microdominios. Las células de mamiferos tienen dos
flotilinas, denominadas Flotilina-1 (Flo-1) y Flotilina-2 (Flo-
2), que tienen una identidad de aminoécidos de alrededor del
50%. El dominio SPFH de Flo-1 y Flo-2 constituye la mayor
parte del extremo N-terminal, mientras que en el extremo
C-terminal se encuentra otro dominio altamente conservado
solo en las familias de las Flotilinas y no en otras proteinas
con dominio SPFH (Otto & Nichols, 2011) (Figura 3a). Este
ultimo dominio contiene una region alfa-hélice que participa
en la oligomerizacion para formar homo- y hetero-tetrameros
estables (Figura 3b) (Solis et al., 2007). Curiosamente, Flo-
1 y Flo-2 carecen de cruces transmembranales, y se asocian
a la membrana por modificaciones postraduccionales,
particularmente miristoilacion y palmitoilacion (Neumann-
Giesen et al., 2004). Como parte integral de las balsas
lipidicas, las Flotilinas tienen diversas funciones, como son

A Membrana

&/
Purificacion Incubacién
membrana detergente

Micelas
O Proteina no asociada ﬂ Lipidos no asociados lipidojdetergente
a balsas a balsas Yy
? Detergente
Proteina asociada Lipidos asociados
O a balsas n a balsas

Proteinas solubilizadas

&8

0070

DRM

%/ Solubilizado

Recuperacion DRM
por gradiente de
sacarosa

Figura 2. Obtencién de DRM. a) Las balsas lipidicas pueden ser extraidas con tratamientos por detergentes, el alto grado de compactaciéon
de los componentes permite que los dominios de membrana resistan la solubilizacién por detergentes. Aquellos componentes que no forman
parte de las balsas lipidicas son solubilizados. b) Representacién esquematica para la extraccion de DRM. Los DRM son obtenidos a
partir de preparaciones de membrana y posteriormente por tratamiento de detergente (usualmente Triton X-100 o CHAPS), luego son
recuperados en un gradiente de sacarosa u Optiprep. Debido a la alta relacion lipido/proteina los DRM flotan y pueden recuperarse en las

fracciones superiores del gradiente. Fuente: elaboracioén propia.
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A
3 185 190 363 427
N-terminal Dominio Flotilina C-terminal Flotilina 1
5 180 193 366 428
N-terminal Dominio Flotilina C-terminal Flotilina 2
9 25 201 310
Miristoilacion { Palmitoilacion Cruce transmembranal
B
Balsa lipidica (Fase |,)
Flotilina 1 Flotilina 2

Figura 3. Estructura y componentes de una balsa lipidica. a) Estructura de las proteinas que contienen dominios SPFH, se muestra la
ubicacién de los dominios SPFH en proteinas eucariontes: Flotilina 1 y 2, adicionalmente estas proteinas contienen un dominio conservado
cerca del C-terminal; por otro lado, las proteinas bacterianas que poseen dominios SPFH (HfIK/C) se asocian a la membrana por cruces
transmembranales en lugar de modificaciones postraduccionales y no poseen otro dominio conservado. Los nimeros muestran los limites
de los aminoacidos de los dominios. b) Esquema de la composicion de una balsa lipidica eucarionte, el microdominio esta enriquecido en
esteroles y esfingolipidos confiriéndole caracteristicas similares a una fase 1 , estos dominios de membrana estan frecuentemente asociados
a proteinas que contienen el dominio SFPH, las cuales son usados como marcadores de balsas lipidicas, las proteinas SPFH pueden estar

ancladas a la membrana por modificaciones postraduccionales como la miristoilacion o palmitoilacion. Fuente: elaboracion propia.

participar activamente en la formaciéon y mantenimiento
de la propia balsa lipidica, actuar como potenciadores y
moduladores de las actividades de las cinasas, ademas de ser
chaperonas y contribuir en la regulacion de canales idnicos
(Browman, Hoegg & Robbins, 2007). Debido a que estas
proteinas son componentes invariables de las balsas lipidicas,
suelen ser usadas como marcadores de estos microdominios
membranales.

Ademas de estar presente en las proteinas de mamiferos Flo-
1 y Flo-2, el dominio SPFH esta ampliamente conservado y
distribuido tanto en células eucariontes como procariontes
(Browman, Hoegg, & Robbins, 2007; Tavernarakis,
Driscoll & Kyrpides, 1999). Se estima que mas del 90%
de los genomas bacterianos pueden tener por lo menos una
proteina con este dominio (Hinderhofer et al., 2009). En el

genoma de E. coli, se han identificado 4 genes que codifican
proteinas que contienen el dominio SPFH, mientras que en
B. subtilis dos proteinas, recientemente denominadas FloA y
FloT, presentan dicho dominio. En general, a diferencia de
Flo-1 y Flo-2, las proteinas con dominio SPFH de bacterias
son proteinas integrales de membrana, con uno o mas cruces
transmembranales (Hinderhofer et al., 2009). A pesar de que
las membranas bacterianas carecen de lipidos especializados
caracteristicos de balsas lipidicas eucariotas (esfingolipidos
y colesterol), se ha demostrado que presentan microdominios
membranales funcionales en los que residen las proteinas con
dominio SPFH. Al igual que en las células eucariotas, estas
proteinas organizan la formacion de estos microdominios,
reclutando proteinas con diferentes funciones celulares
como sefializacion y secrecion (Bach & Bramkamp, 2013;
Mielich-Siiss et al., 2017).
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PROTEINAS ASOCIADAS A MICRODOMINIOS MEMBRANALES
BACTERIANOS

Al igual que en el estudio de balsas lipidicas eucariontes,
la obtencién y caracterizacion de DRM ha sido una de las
principales herramientas para el analisis de microdominios
membranales bacterianos. Dominios de membrana con
caracteristicas similares a balsas lipidicas de eucariontes,
fueron identificados en primera instancia en B. subtillis
(Lopez & Kolter, 2010) . Para diferenciarlos de las balsas
lipidicas eucariontes, fueron denominados microdominios de
membrana funcionales (FMM) (Lopez & Kolter, 2010). En
este estudio, Lopez y Kolter identificaron dos proteinas que
contienen el dominio SPFH: FloT (YuaG) y FlotA (YqfA), y
observaron que se encuentran localizadas en focos discretos
a lo largo de la membrana. Ademas, encontraron que estas se
asocian espacial y funcionalmente con una via de sefializacion
mediada por un sistema de dos componentes (KinC-Spo0OA)
que esta involucrada en la formacion de biopeliculas. El
analisis protedémico de DRMs obtenidos de membrana
plasmatica de B. subtilis, reveld la presencia de proteinas
de sefalizacion (histidina cinasas y quimiorreceptores),
proteinas involucradas en la biosintesis de la pared celular,
asi como transportadores y proteinas de secrecion, ademas
de ambas proteinas con dominio SPFH (Bach & Bramkamp,
2013; Lopez & Kolter, 2010). Por otro lado, se ha demostrado
que algunas de estas proteinas co-localizan e interactian
directamente con FloT y/o FlotA. Finalmente, se encontro
una dependencia funcional de las proteinas con dominios
SPFH y la histidina cinasa KinC, asi como con la maquinaria
Sec de translocacion de proteinas (Bach & Bramkamp, 2013;
Loépez & Kolter, 2010; Schneider, Mielich-Siiss, Bohme, &
Lopez, 2015).

En estudios posteriores, se han realizado aproximaciones
del contenido de los FMM bacterianos, analizando los DRM
obtenidos de membranas de bacterias como Staphylococcus
aureus (Lopez & Kolter, 2010), Borrelia burgdorferi (Toledo,
Pérez, Coleman, & Benach, 2015), Helicobacter pylori y E.
coli (resultados propios no publicados). Los resultados indican
el enriquecimiento de algunas proteinas con funciones en
comun en las fracciones de DRM de estos microorganismos,
como las proteinas que contienen dominio SPFH que, por
lo tanto y al igual que en las balsas lipidicas eucariontes, se
utilizan como marcadores de FMM; proteinas con funciones
de secrecion (SecD, SecY y SecA), componentes estructurales
del flagelo (FlaA, FlaB, FIgE), algunas proteasas (FtsH y
Htra), cinasas sensoras (KinC, PhoR, ResE, WalK) y sintesis
de proteinas (AtpD, AtpG, SA1909-11), entre otras (Lopez &
Koch, 2017). De manera interesante, las proteinas encontradas
en los DRM bacterianos tienen funciones similares a las
identificadas en DRM eucariontes. Esto permite suponer que
los FMM bacterianos, a pesar de que carecen de esfingolipidos
y colesterol, son estructuras andlogas y funcionalmente

semejantes a las balsas lipidicas de las células eucariontes.
CONCLUSIONES

En los ltimos afios se ha puesto en manifiesto que dominios
similares a las balsas lipidicas de eucariontes estan presentes en
las membranas bacterianas. Estos dominios estan organizados
por proteinas con dominio SPFH, y agrupan proteinas
con funciones como transduccion de sefiales, transporte,
metabolismo energético, division celular, metabolismo de
la pared celular, entre otras. Ademas, en muchos casos la
integridad de los FMM bacterianos afecta la expresion de
factores de virulencia.

Si bien se ha avanzado en el analisis protedmico y funcional
de los FMM bacterianos, la composicion lipidica de estos
microdominios sigue siendo una incognita. La falta de esteroles
como el colesterol en la composicion lipidica de la mayoria
de las membranas bacterianas, plantea el interrogante de qué
moléculas pueden reemplazar su funcion en microdominios
membranales. Se ha propuesto que hopanoides y carotenoides,
presentes en las membranas de bacterias como B. subtilis y S.
aureus, podrian reemplazar funcionalmente al colesterol en
los microdominios de estos microorganismos. Sin embargo,
bacterias como E. coli carecen de estas formas lipidicas. Por
lo tanto, los esfuerzos para identificar las especies de lipidos
esenciales para la formacion de estos dominios membranales
tanto en E. coli como en otras bacterias han cobrado gran
relevancia.

Una de las técnicas mas empleadas para estudiar el contenido
de los dominios de membrana son los DRM. El analisis de
los DRM en membranas bacterianas ha permitido identificar
proteinas con funciones similares a los reportados en balsas
lipidicas eucariontes, lo que sugiere que los FMM poseen
funciones de regulacion similar a sus contrapartes eucariontes.
A pesar de que los DRM no necesariamente reflejan el
contenido real de las balsas lipidicas, la extraccion por
detergente sigue siendo una de las primeras aproximaciones
para determinar el contenido de las balsas lipidicas y de los
microdominios membranales bacterianos.
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