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Resumo

As vesiculas son estruturas esféricas cun tamafio de entre 10-300nm,
delimitadas por unha dobre capa de lipidos, proteinas e outros compofientes
procedentes principalmente da membrana de orixe. As vesiculas estan
presentes nos tres Dominios da vida. As vesiculas bacterianas orixinanse das
membranas das bacterias produtoras e por iso comparten compofientes da

parede e incluso doutras rexions da bacteria que as orixinou.

Existen varios modelos propostos para a formacién de vesiculas en bacterias
Gram negativas. O modelo do sistema de transporte de fosfolipidos VacJd/Yrb
ABC presenta caracteristicas que fan considerar que nun futuro se estableza
como modelo estandar en bacterias Gram negativas. O cofiecemento sobre a
bioxénese das vesiculas das bacterias Gram positivas € menor, pero estudos de
microscopia de reconstrucion Optica reconstrucion optica estocastica (Stochastic
Optical Reconstruction Microscopy, STORM) axudou a esclarecer un pouco mais

este proceso e propuxéronse tres modelos a partir da informacion obtida.

As vesiculas realizan funciéns basicas como a adquisicién de nutrientes ou o
transporte de substancias, pero tamén realizan outras mais especificas como a

colonizacion dos organismos hdspedes no caso das bacterias patoxenas.

Resumen

Las vesiculas son estructuras esféricas con un tamafio de entre 10-300nm,
delimitadas por una doble capa de lipidos, proteinas y otros componentes
procedentes principalmente de la membrana de origen. Las vesiculas estan
presentes en los tres Dominios da vida. Las vesiculas bacterianas se originan de
las membranas de las bacterias productoras y por eso comparten componentes

de la pared e incluso de otras regiones de la bacteria que las originG.

Existen varios modelos propuestos para la formacién de vesiculas en bacterias
Gram negativas. El modelo del sistema de transporte de fosfolipidos VacJ/Yrb
ABC presenta caracteristicas que hacen considerar que en un futuro se
establezca como modelo estandar en bacterias Gram negativas. El conocimiento
sobre la biogénesis de las vesiculas de las bacterias Gram positivas es menor,

pero estudios de microscopia de reconstruccidén éptica estocastica (Stochastic



Optical Reconstruction Microscopy, STORM) ayudd a esclarecer un poco mas

este proceso y se propusieron tres modelos a partir de la informacion obtenida.

Las vesiculas realizan funciones basicas como la adquisicién de nutrientes o el
transporte de sustancias, pero también realizan otras mas especificas como la
colonizacion de los organismos huéspedes en el caso de las bacterias

patdégenas.

Abstract

Vesicles are spherical structures with a size between 10-300nm, delimited by a
double layer of lipids, proteins and other components coming mainly from the
membrane of origin. Vesicles are present in all three domains of life. Bacterial
vesicles originate from the membranes of the producing bacteria and therefore
share components of the wall and even other regions of the bacteria that
originated them.

There are several proposed models for vesicle formation in Gram-negative
bacteria. The model of the VacJ/Yrb ABC phospholipid transport system presents
characteristics that make it considered that in the future it will be established as
a standard model in Gram-negative bacteria. Knowledge about the biogenesis of
vesicles in Gram-positive bacteria is less, but stochastic optical reconstruction
microscopy (STORM) studies helped to clarify this process a little more and three
models were proposed based on the information obtained.

The vesicles carry out basic functions such as the acquisition of nutrients or the
transport of substances, but they also carry out other more specific ones such as
the colonization of host organisms in the case of pathogenic bacteria.
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1. Introducidén

As vesiculas son estruturas esféricas cun tamafio de entre 10-300nm, estan
delimitadas por unha dobre capa de lipidos e proteinas e tamén, presentan
outros compofientes procedentes principalmente da membrana de orixe. As
vesiculas estan presentes nos tres Dominios da vida. As vesiculas de bacterias
Gram positivas reciben o nome de vesiculas de membrana (membrane vesicles,
MVs) (Brown et al., 2015; Liu et al., 2018; Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et
al., 2018); e as méis estudadas, as liberadas polas bacterias Gram negativas,
reciben o nome de vesiculas de membrana externa (outer-membrane vesicles
(OMVs) porque derivan da membrana externa da sua parede celular (Ellis e
Kuehn, 2010; Lee et al., 2008; Roier et al., 2016; Yu et al., 2018).

A liberacion das vesiculas ocorre de xeito natural, durante o crecemento da
bacteria (Ellis e Kuehn, 2010; Roier et al., 2016) e tratase dun proceso evolutivo
debido as vantaxes que ofrece en distintas condicions e medios naturais as

bacterias produtoras (Roier et al., 2016; Schwechheimer e Kuehn, 2015).

Existen varios modelos de bioxénese en Gram negativas pero os mais cofiecidos
son tres: reducion ou traslado dos enlaces da envoltura; acumulacion de
proteinas mal pregadas ou compofientes da envoltura no espazo periplasmico e
enriquecemento de lipidos ou moléculas unidas a lipidos na membrana externa
(Furuyama e Sircili, 2021; Roier et al., 2016). O cofiecemento sobre a bioxénese
e 0s mecanismos de regulacion das vesiculas bacterianas de Gram positivas é
mais limitado co das Gram negativas (Brown et al., 2015; Jeong et al., 2022; Yu
et al.,, 2018). Sen embargo, recentemente propuxéronse tres modelos de
bioxénese grazas a un estudo no que se obtiveron imaxes de super resolucién

das vesiculas (Jeong et al., 2022).

As vesiculas participan nas funcions bioldxicas das bacterias contribuindo na sta
supervivencia e virulencia (Kulp e Kuehn, 2010; Schwechheimer e Kuehn, 2015);
na adquisicion de nutrientes, no mantemento da envoltura celular, na defensa
fronte a axentes externos, no transporte de factores de virulencia das bacterias

patoxenas, na formacién de biopeliculas e na transferencia horizontal de xenes



(Brown et al., 2015; Furuyama e Sircili, 2021; Villageliu e Samuelson, 2022; Xue
et al., 2022).

2. Obxectivos

Este revision pretende recoller a informacion mais recente sobre os modelos
propostos para a formacion de vesiculas de bacterias Gram negativas e cofiecer
0s posibles mecanismos de formacion das Gram positivas. Asi mesmo, pretende
destacar a relevancia das vesiculas para a supervivencia das bacterias

formadoras mostrando algunhas das funcions nas que participan.

3. Material e métodos

A elaboracion deste traballo, ao tratarse dunha revisidn bibliogréfica,
fundaméntase na busca e contraste da informacion mais recente e especializada

sobre a bioxénese e as funciéns das vesiculas bacterianas.

3.1. Estratexia de busca

A busca de informacion realizouse en bases de datos como “Web of Science” ou
“Pubmed”. Nunha primeira busca, empregaronse termos xerais como poden ser
“bacterial vesicles”, “vesicles Gram positive”, “OMVs” ou “MVs” e non se limitaron
nin a fecha de publicacion nin o tipo de artigo. Nas seguintes, xa se seleccionaron
preferentemente artigos de revision e con fechas de publicacion recentes. A
terminoloxia utilizada foi mais especifica atendendo o tema de interese:
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“biogenesis”, “funtions”, “gene transfer”, “biofiims” ou “pathogenesis”.

3.2. Seleccion de artigos

Preferiblemente, escolléronse artigos do tipo revisién bibliografica. Na sua
maioria, as fechas de publicacion abarcan do ano 2015 en diante para
asegurarnos que obter a informacion mais actual. Tamén se aceptaron artigos
relacionados cos temas a tratar ou citados noutros escollidos previamente que

puideran conter informacion relevante.

3.3. Extraccion de datos

Logo da criba dos artigos, estudouse e recompilouse a informacion contida que

se considerou mais actual e relevante sobre os temas de interese.



4. Bioxénese das vesiculas bacterias

4.1. Modelos de formacion en Gram negativas

Cofécense numerosas bacterias Gram negativas que producen vesiculas
mentres que das Gram positivas se cofiecen menos (Willey et al., 2023). Por esta
razon, a maior parte da informacion sobre a bioxénese procede de estudos sobre
as Gram negativas ainda que, polo de agora, se descofiece un mecanismo xeral

de formacion (Roier et al., 2016).
Os modelos cofiecidos para a formacion de OMVs son o0s seguintes:

4.1.1. Reducion ou traslado dos enlaces da envoltura

A envoltura celular mantense unida por varios enlaces: 1) as lipoproteinas (Lpp)
unen de xeito covalente a membrana externa coa capa de peptidoglicano
subxacente; 2) a porina de membrana externa (OmpA) une de xeito non
covalente a membrana externa co peptidoglicano subxacente e 3) o complexo
Tol-Pal mantén interaccions non covalentes con toda a parede celular (figura 1).
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Figura 1: Interacciéns da envoltura celular de Gram negativas. Imaxe obtida de Yu et al.,
2018.

As proteinas de membrana externa Lpp son moi abundantes, a maior parte estan

entrecruzadas co peptidoglicano e mostran unha distribucién uniforme na parede



celular (Schwechheimer e Kuehn, 2015). A reducién dos enlaces, debido a
deleciébns ou outras mutacions, provoca inestabilidade na membrana. Isto
desencadea, ben unha fuga celular se a diminucion dos enlaces é completa, ou
ben unha hipervesiculacion en caso de que sexa parcial (Schwechheimer e
Kuehn, 2015; Yu et al., 2018). Asi, un mutante de Escherichia coli carece dunha
lipoproteina chamada NIpl que controla a actividade dunha endopeptidasa de
peptidoglicano, que se encarga de romper os enlaces peptidicos desta capa

dando lugar a hipervesiculacion (Schwechheimer e Kuehn, 2015).

A porina OmpA presenta un sitio de unién a un compofiente do peptidoglicano,
o acido diaminopimélico (DAP), e as bacterias que carecen desta porina, como
por exemplo mutantes de Acinetobacter baumannii, tefien a producion das OMVs
incrementada probablemente pola diminuciéns destas unions (Schwechheimer
e Kuehn, 2015).

O complexo Tol-Pal participa no proceso da divisién celular xa que contrible na
invaxinacion da membrana externa e na estabilidade da membrana. A diferencia
das proteinas Lpp, este complexo localizase preferentemente nos polos
celulares (Sartorio et al., 2021; Schwechheimer e Kuehn, 2015). Ao igual cos
casos anteriores, a interrupcion dos seus enlaces causan inestabilidade na
membrana o que conleva 6 aumento de vesiculas (Yu et al., 2018). Polo tanto, o
decrecemento ou traslado das interaccions xunto co crecemento mais rapido da
membrana externa respecto ao peptidoglicano subxacente inicia a creacion das
OMVs (Furuyama e Sircili, 2021; Lee et al., 2008; Roier et al., 2016; Yu et al.,
2018).

4.1.2. Acumulacion de proteinas mal pregadas ou compofientes da envoltura no
espazo periplasmico
O estrés térmico ou os erros durante a biosintese e remodelacion da parede
celular dan lugar a acumulacion de proteinas mal pregadas, lipopolisacaridos
aberrantes ou fragmentos de peptidoglicano no espazo periplasmico da
envoltura celular (Aytar-Celik et al., 2022; Furuyama e Sircili, 2021; Roier et al.,
2016; Yu et al., 2018). Isto aumenta a presion de turxencia da membrana externa
facendo que se avulte e se liberen OMVs que eliminan estes compofientes

perxudiciais (Aytar-Celik et al., 2022; Furuyama e Sircili, 2021; Roier et al., 2016;



Sartorio et al., 2021; Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et al., 2018). Como € o
caso de Porphyromonas gingivalis se descubrié que un mutante que carecia de
autolisinas liberaban mais OMVs que a cepa salvaxe (Hayashi et al., 2002). As
autolisinas son hidrolasas de mureina/peptidoglicano que esta implicadas na
renovacion, reciclaxe e na divisién celular da parede celular, polo tanto, a sta
ausencia provocaria que a parede non se degrade por completo acumulandose
os fragmentos que serian eliminados a través de las OMVs. Por exemplo, as
hidrolasas de mureina/peptidoglicano como MItA (Hayashi et al., 2002; Lee et
al., 2008; Sartorio et al., 2021).

4.1.3. Enriquecemento de lipidos ou moléculas unidas a lipidos na membrana

externa

Este modelo propuxose para Pseudomonas aeruginosa e especies afins, e
defende que o enriguecemento de moléculas especificas poden inducir a
curvatura da membrana, iniciando asi a formacion de OMVs. Estas moléculas
tamén se lles chama “moléculas indutoras” de curvatura e poden ser fosfolipidos,
lipopolisacéaridos (LPS) e a quinolona sinal de Pseudomonas (Pseudomonas
quinolone signal, PQS) (Jan, 2017; Kulp e Kuehn, 2010; Lee et al., 2008; Roier
et al., 2016; Yu et al., 2018). Esta quinolona sinal € unha molécula moi hidréfoba
que abunda nas vesiculas (Kulp e Kuehn, 2010; Schwechheimer e Kuehn, 2015;
Yu et al., 2018). Pénsase que a PQS aumenta as repulsiéns aniodnicas entre as
moléculas de LPS mediante o secuestro de catidns di-valentes que compofien
pontes salinos estabilizadores (Mg?* e Ca?*) entre os LPS que estan cargados
negativamente. Isto fai que a membrana externa de avulte e forme vesiculas que
liberan estas repulsions de carga (Aytar-Celik et al., 2022; Furuyama e Sircili,
2021; Jan, 2017; Lee et al., 2008; Roier et al., 2016; Sartorio et al., 2021; Yu et
al., 2018).

4.1.4. Acumulacion de fosfolipidos no prego exterior da membrana externa

Roier et al. (2016), estudaron o sistema de transporte de fosfolipidos VacJ/Yrb
ABC principalmente en Haemophilus influenzae e no Vibrio cholera. Descubriron
gue a supresion ou a expresion reducida dos xenes vacJ ou yrbE provocan que
0 sistema de transporte non funcione correctamente polo que se acumulan
fosfolipidos no folla externa da membrana externa, o que fai que se expanda

mais rapidamente que o resto da parede subxacente e se inicie a vesiculacion.
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Ao comparar as OMVs da cepa salvaxe fronte a do mutante, comprobouse que
as do mutante estaban enriquecidas en fosfolipidos, o que apoia o dito
anteriormente. Tamén se descubriu que condiciones limitadas de ferro
desencadean unha regulacion a baixa do transportador pola accion do regulador
de absorcion férrica (Fur) e isto, a sua vez, d& lugar & sobreproducién de OMVs
en H. influenzae, V. cholera e E. coli. Ademais, no estudo de mostras in vivo
mostraron sensibilidade ao soro, o que lles fixo supofier que producen mais
OMVs para combater cos anticorpos e o sistema complemento e asi poder
adaptarse ao organismo hospede. Tendo en conta que este modelo se
demostrou en bacterias Gram negativas pouco relacionadas, seria posible
considerar este modelo de bioxénese como un mecanismo xeral entre as
bacterias Gram negativas (Roier et al., 2016; Yu et al., 2018; Sartorio et al.,
2021).

4.1.5. Outros modelos

Desacilacion do lipido A: O lipido A é un constituinte dos lipopolisacéaridos (LPS)

e serve de unién coa capa exterior da membrana externa da envoltura (Elhenawy
et al., 2016). No patoxeno P. gingivalis sintetizanse e empaquétanse nas OMVs,
LPS. O lipido A empaquetado encontrase desacilado, mentres que na membrana
da célula non, o que fai considerar que as OMVs se producen pola remodelacion
da membrana externa (Sartorio et al., 2021). Foi nun estudo en Salmonella
enterica serovar Typhimurium no que se puxo a proba a hipotese de que a
desacilacion do lipido A provocaria modificacions na sta forma que farian que a
membrana externa se pregara e se formaran as OMVs (Elhenawy et al., 2016;
Yu et al., 2018). Comprobouse que a encima PagL, encargada de desacilar aos
lipidos A, fai que se acumulen estas moléculas exclusivamente na membrana
externa das OMVs (Elhenawy et al., 2016; Yu et al., 2018). A pesar de que existe
outro modelo, o do transportar de fosfolipidos explicado anteriormente, non ter
gue ser excluinte con este, sendn que poderian participar na bioxénese das

vesiculas conxuntamente (Elhenawy et al., 2016).

Lise celular _explosiva: A lise celular explosiva produce fragmentos rotos de

membrana que se circularizan ao instante en OMVs (Mandal et al., 2021;
Turnbull et al., 2016; Yu et al., 2018). Este fenébmeno foi estudado por Turnbull
et al. (2016) en P. aeruginosa e detectouse unha endolisina profagica esencial
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para que este ocorra que esta codificada polo xene lys, localizado dentro dun
grupo de xenes codificadores de piocinas tipo R e F (Turnbull et al., 2016; Yu et
al., 2018). Este grupo de xenes ou “cluster” pertence ao xenoma accesorio polo
que non esté presente en todas as cepas de P. aeruginosa (Turnbull et al., 2016).
Grazas a microscopia de super resolucion de células vivas confirmouse que este
mecanismo colabora na bioxénese e no empaquetado da carga das vesiculas.
Ainda que o empaquetado probablemente sexa impreciso poderia explicar a
presenza de material xenético (ADN, ARN) e de proteinas citoplasméticas dentro
das OMVs (Turnbull et al., 2016). Recentemente estudouse este mecanismo en
E. coli, e grazas a visualizacién en microscopio de super resolucion de células
vivas puidose comprobar que os fagos liticos T4 e T7 que infectaban a bacteria,
inducian a formacién de vesiculas ben por lise celular explosiva, ben por
avultamento da membrana. As caracteristicas das vesiculas formadas por lise
celular explosiva coincidian coas atopadas en P. aeruginosa. A pesar de que se
descofiece boa parte do que conforma o mecanismo, se sabe que os fagos
participan na lise celular explosiva e no aumento xeral da abundancia de OMVs
(Mandal et al., 2021).

4.2. Modelos de formacion en Gram positivas

As vesiculas de membrana de bacterias Gram positivas careceron do foco de
interese dos investigadores debido a grosa capa de peptidoglicano da sua
parede celular que se consideraba que actuaba como unha barreira impedia a
sua liberacion (Brown et al., 2015; Jeong et al., 2022). Propuxéronse tres
hip6teses non excluintes para a liberacion das vesiculas (Brown et al., 2015): por
accion da presion de turxencia, das encimas modificadoras da parede celular e
de canais de proteinas (Cao & Lin, 2021). A presion de turxencia pode axudar a
atravesar a grosa parede celular pero depende do tamafio dos poros ou do
grosor da parede celular. As encimas modificadoras, como as proteasas, poden
afrouxar a parede facilitando o paso das MVs. Estas encimas atoparonse en
bacterias Gram positivas e en fungos, que presentan unha parede de
caracteristicas semellantes. Os canais de membrana tamén lles axudan a
atravesar a capa de peptidoglicano e € probable que a modificacion polas
proteasas permita as MV atravesar canais de didametro menor que o seu (Brown
et al., 2015).



Nun estudo recente de microscopia de reconstrucion oOptica estocastica
(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, STORM) para obter imaxes de
super resolucién (Jeong et al., 2022), puidéronse esclarecer certos aspectos da
producion das MVs e propuxéronse outros 3 modelos de formacion de vesiculas
en Gram positivas (figura 2).

3) Mechanism 1 |
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Figura 2: Modelos de formacion das vesiculas de Gram positivas. Imaxe recuperada de Jeong
et al., 2022.

Un aspecto importante, que se relaciona coas hipéteses anteriores, é a
confirmacion da degradacion da parede celular por encimas antes da liberacién
das MVs. Polo tanto, todos os mecanismos estan regulados pola accion destas
encimas. Dous dos modelos liberan as vesiculas por formacion de ampolas ou
avultamento da membrana e neles participan precursores de MVs que se
localizaban na rexién da parede interna antes da liberacién das vesiculas. No
primeiro modelo os precursores liberdbanse a través dos poros da parece celular
mentres que no segundo liberabanse formando ampolas. Isto da lugar a
vesiculas con dobre capa, unha de membrana citoplasmatica e outra de
peptidoglicano. Este mecanismo € menos frecuente pero pénsase que esta capa
extra poderia axudarlles as vesiculas, por exemplo, protexéndoas da lise
osmoética ao actuar como barreira fisica fronte a entrada de auga. O ultimo

modelo proposto € comun coa bioxénese das OMVs, tratase da lise celular



explosiva. Se observa unha expansion na zona interna da envoltura antes da
explosion que posiblemente se deba a presion osmdética pola degradacion da
parede. A parede bacteriana termina cedendo e producindo fragmentos de
membrana que se circularizan formando MVs de tamafio algo mais grandes que
as formadas polo primeiro modelo. Por ultimo, tamén se descubriu que as MVs
producidas por lise celular explosiva contifian enterotoxina B como factor de

virulencia (Jeong et al., 2022).

4.3. Factores de regulacion

A taxa de producion de vesiculas vese afectada por multiples factores
ambientais, xenéticos e polo estrés celular (Aytar-Celik et al., 2022; Briaud e
Carroll, 2020; Ellis e Kuehn, 2010).

4.3.1. Factores ambientais

A temperatura € un dos factores ambientais que aumenta a taxa de formacion
de vesiculas (Kulp e Kuehn, 2010; Sartorio et al., 2021; Yu et al., 2018). En xeral,
as altas temperaturas conducen a un aumento de proteinas desnaturalizadas o
que fai que as membranas sexan mais fluidas facilitando a formacion e liberacién
das OMVs, como sucede por exemplo en E.coli (Kulp e Kuehn, 2010;
Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et al., 2018). Porén, non sempre € asi, en
Pseudomonas o aumento prodldcese mais preto dos 12°C que dos 14°C e
noutras bacterias como a Shewanella livingstonensis, que esta adaptada as
baixas temperaturas ou Bartonella henselae activan a formacién de OMVs coas

baixas temperaturas (Schwechheimer e Kuehn, 2015).

A dispoiiibilidade de nutrientes é outro factor importante e o seu efecto depende
da especie (Yu et al., 2018). E posible que as vesiculas liberen encimas que
axuden a transformar os nutrientes do medio en formas nas que os poida captar
a bacteria (Kulp e Kuehn, 2010). Por exemplo, Pseudomonas fragi libera mais
vesiculas cando o medio que o rodea é rico en nutrientes (Yu et al., 2018). Polo
contrario, cando o ferro é limitado Mycobacterium tuberculosis libera MVs cheos
de siderdforos que o poidan capturar (Brown et al., 2015; Schwechheimer e
Kuehn, 2015). Outros organismos que aumentan a liberacion de vesiculas cando

o ferro é limitado son H. influenzae, V. cholerae e E.coli; pero non so é o ferro, o



sulfato reducido causa 0 mesmo efecto en Neisseria meningitidis (Sartorio et al.,
2021).

4.3.2. Estrés celular

O estrés € causado por distintas fontes como antibiéticos ou factores fisicos
como a presion osmética pero tamén por procesos como a infeccion, en caso de
patéxenos, ou a propia divisién celular. Os antibi6éticos poden incrementar a
abundancia de vesiculas ao danar o ADN como, por exemplo, a gentamicina en
P. aeruginosa (Ellis e Kuehn, 2010; Yu et al., 2018). En Pseudomonas putida,
tanto a presion osmotica, o choque térmico como concentracions toxicas de
alcohol de cadea longa ou quelantes de ferro como o EDTA aumentan a
liberacion de OMVs. Durante a division celular, debido 6 alto recambio de
peptidoglicano da parede celular férmanse mais vesiculas para conseguir

eliminar o material sobrante (Yu et al., 2018).

4.3.3. Factores xenéticos

Nas bacterias Gram negativas, o estrés da envoltura activa a via Sigma E (oE)
que regula a alza a vesiculacién (Ellis e Kuehn, 2010; Kulp e Kuehn, 2010). Este
sistema aumenta a expresion de xenes que codifican para chaperonas
periplasmicas e proteasas que eliminan as proteinas mal pregadas da
membrana (Kulp e Kuehn, 2010). O sistema Sigma E tamén regula un ARN
pequeno (sSRNA) de V. cholera, VrrA, e o homdlogo MicA en E.coli. Estes ARNs
reducen a expresion da porina OmpA o que aumenta a producion de OMVs (Kulp
e Kuehn, 2010; Sartorio et al., 2021). Tamén se atoparon homélogos destes
ARNs en Salmonella, Yersinia pestis y Klebsiella pneumoniae (Kulp e Kuehn,
2010). Outros mecanismos reguladores relacionados cos modelos explicados
anteriormente son, o sistema de dous compofientes PhoPQ que activa a encima
PagL, responsable da desacilacion dos lipidos A en S. typhimurium, (Elhenawy
et al., 2016) e da resposta SOS dependente de RecA que modula o xene lys,
involucrado na lise celular explosiva, en presenza de factores de estrés exdoxenos
e endoxenos en P. aeruginosa (Turnbull et al.,, 2016). A importancia da
regulacion xenética na formacion das OMVs demostrouse nun estudo en E. coli

no cal descubriuse a participacion de ata case 150 xenes (Yu et al., 2018).

10



Nas bacterias Gram positivas os determinantes xenéticos son menos cofiecidos.
Listeria monocytogenes contén o xen sigB, que codifica o factor cB da ARN
polimerasa, que regula: os xenes encargados da supervivencia durante o estrés
celular; a expresion da proteina internalina B (InIB), necesaria para a invasion
bacteriana e o factor regulador positivo A (PrfA), que controla a biosintese da
toxina hemolitica listeriolisina O (LLO) (Brown et al., 2015). Para comprobar a
sua funcion estudouse un mutante sen este factor, AsigB, e observouse que as
vesiculas estaban deformadas e, mediante a cuantificacion de proteinas, o
namero de vesiculas ou ben o nimero de proteinas por vesicula tamén se
reducian (Briaud e Carroll, 2020; Brown et al., 2015). Outro caso cofiecido € o
de M. tuberculosis que posue o xene VirR que participa na modulacion do sistema
inmune do hdspede e na formacion das MVs (Brown et al., 2015; Schwechheimer
e Kuehn, 2015). Parece que a proteina VirR contén un dominio relacionado coa
familia LytR que colabora na formacion da parede celular e na resposta ao estrés
polo que € moi probable que regule a bioxénese das vesiculas (Brown et al.,
2015).

5. Funciéns das vesiculas bacterianas

A liberacién das vesiculas permite a comunicacion intercelular e co entorno das
bacterias, incluso a longa distancia, e asi evita 0 gasto enerxético do seu
desprazamento (Aytar-Celik et al., 2022; Briaud e Carroll, 2020; Furuyama e
Sircili, 2021; Kulp e Kuehn, 2010). Antes de descubrir o papel das vesiculas,
cofiecianse seis tipos de secrecidon de proteinas que se clasificaban pola
presenza ou non da molécula sinal Sec (Lee et al., 2008). Sen embargo, as
OMVs supofien un novo tipo nas Gram negativas no cal se libera material
insoluble que pode estar acompafado ou no de material soluble. O material
insoluble pode incluir proteinas, lipidos, toxinas, complexos inmuno-
moduladores, entre outras bio-moléculas (Aytar-Celik et al., 2022; Jan, 2017;
Kulp e Kuehn, 2010). Isto proporciona proteccion fronte encimas danifias, como
proteasas, ou da hidrofobia do medio. Tamén permite liberar proteinas en altas
concentracions ou secretar conxuntamente distintas proteinas que actian na
mesma actividade (Aytar-Celik et al., 2022; Briaud e Carroll, 2020; Furuyama e
Sircili, 2021; Kulp e Kuehn, 2010; Sartorio et al., 2021). A diversa natureza da
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carga permite intuir sobre as diferentes funciéns que realizan (Cao e Lin, 2021;
Jan, 2017).
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Figura 3: Exemplos de funcions das vesiculas bacterianas. Imaxe recuperada de Aytar-Celik
et al., 2022.

5.1. Adquisicion de nutrientes

As OMVs contriblen na adquisicion de nutrientes, ben transportando encimas
especificos ou ben, transportando o propio nutriente de interese & célula. No
primeiro caso, encimas como proteasas ou glicosidasas, encarganse de
degradar os nutrientes en moléculas mais simples e accesibles para a bacteria
(Furuyama e Sircili, 2021; Jan, 2017; Kulp e Kuehn, 2010; Sartorio et al., 2021;
Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et al., 2018). No segundo caso, as OMVs
axudan na captaciéon de nutrientes esenciais como poden ser 0s ions metalicos.
Para iso son necesarios proteinas ou moléculas que se unan a estes e sexan
capaces de envialos ate a bacteria (Furuyama e Sircili, 2021; Kulp e Kuehn,
2010; Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et al., 2018). Por exemplo, a quinolona
sinal de Pseudomonas (PQS) é capaz de unirse ao ferro e forma un complexo
actuando como un sideroforo. Este complexo pode fusionarse coa membrana
externa e introducir o ferro directamente na bacteria ou pode liberalo nas suas
proximidades para que a bacteria o absorba (Kulp e Kuehn, 2010;
Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et al., 2018). Ainda que a captacion de ferro

€ 0 mais cofiecido observouse OMVs enriquecidas en proteinas para a
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adquisicién de zinc en N. meningitidis (Schwechheimer e Kuehn, 2015; Yu et al.,
2018). Ademais, as OMVs poderian servir por si mesmas como fontes de
carbono e nitroxeno, procedentes do seus compofientes a outras bacterias como
por exemplo as cianobacterias do xénero Prochlorococcus en favor das
proteobacterias dos xéneros Alteromonas e Halomonas (Jan, 2017; Yu et al.,
2018).

5.2. Homeostase e defensa

Unha das funcions mais importantes das vesiculas esta relacionada coa
estrutura da que derivan, a envoltura celular. A envoltura é esencial para a
supervivencia da bacteria e as OMVs/MVs colaboran na homeostase celular
(Cao e Lin, 2021; Kulp e Kuehn, 2010; Schwechheimer e Kuehn, 2015). Por esta
razén se incrementa o numero de OMVs ante factores de estrés tanto internos
coma externos. As vesiculas eliminan a acumulacion de proteinas sobre
expresadas ou mal pregadas na membrana e outros materias toxicos derivados
do estrés como tamén impide a entrada de bacteriofagos ou antibioticos, (figura
3 B e D) (Kulp e Kuehn, 2010; Yu et al., 2018).

Para facer fronte a infeccion, a bacteria libera vesiculas que, ao compartiren a
estrutura da membrana, poden actuar como cebo e ocupar os receptores do fago
e diminuir asi a posibilidade de infeccién da bacteria produtora (Aytar-Celik et
al., 2022; Yu et al., 2018). Por exemplo, nun estudo con OMVs de E.coli e fagos
T4, observouse como se unian de forma irreversible impedindo este ultimo
chegara a bacteria (Aytar-Celik et al., 2022).

No caso dos antibidticos as bacterias presentan dous mecanismos de defensa.
Poden reducir a cantidade de antibidtico que chega ata a bacteria ou ben poden
degradalo (Sartorio et al., 2021). No primeiro mecanismo, as vesiculas poden
actuar igual ca no caso dos fagos e secuestralo do medio (Cao e Lin, 2021;
Sartorio et al.,, 2021) ou poden unirse a el e eliminalo da bacteria mediante
bombas de efluxo para multiples farmacos (Jan, 2017). Asi, as OMVs de E. coli
reduciron os antibiéticos colistina e melitina do medio extra-celular, que atacan
as membranas celulares, mentres que non xurdiron efecto en antibidticos con
outro modo de accidn, como a ciprofloxacina, estreptomicina ou a trimetoprina
(Sartorio et al., 2021).
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No segundo mecanismo, as vesiculas poden degradar estes axentes grazas as
encimas que transportan no seu interior, como as B-lactamasas das MVs de S.
aureus para eliminar a ampicilina do medio (Liu et al., 2018; Yu et al., 2018;
Villageliu & Samuelson, 2022). Ambos métodos protexen tanta as bacterias
produtoras de vesiculas como as bacterias circundantes (Yu et al., 2018; Sartorio
et al., 2021; Villageliu e Samuelson, 2022).

5.3. Transporte de factores de virulencia

As vesiculas de bacterias patdxenas transportan no seu interior diversos factores
de virulencia necesarios para colonizacion do héspede (Furuyama e Sircili, 2021;
Kulp e Kuehn, 2010; Sartorio et al., 2021) como adhesinas. As adhesinas son
proteinas encargadas da adhesion ao tecido do héspede (Ellis e Kuehn, 2010;
Jan, 2017; Kulp e Kuehn, 2010). Estan presentes tanto nas bacterias como nas
vesiculas polo que deben ser distintas para evitar a competencia entre elas
(Schwechheimer e Kuehn, 2015). Isto fai que as bacterias non sexan eliminadas
por procesos fisicos e que as vesiculas liberen o seu contido no tecido axeitado
(Jan, 2017). Outros factores facilitan a invasion e a expansion polos tecidos do
organismo como as invasinas e as toxinas (figura 3 E). Estas Ultimas tefien efecto
citotdxico, permiten propagar o efecto a longa distancia e algunhas segréganse
preferentemente a través das vesiculas xa que son mais activas que na forma
soluble, como por exemplo a enterotoxina termolabil de E. coli (Aytar-Celik et al.,
2022; Ellis e Kuehn, 2010; Jan, 2017; Lee et al., 2008; Villageliu e Samuelson,
2022). Outros actuan sobre a resposta inmune do organismo como por exemplo
0s patrons moleculares asociados a patéxenos bacterianos (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPS) que interactlan cos receptores de
recofiecemento de patréns do hdspede (patterns recognition receptors, PRRS)
(figura 3 A). Un exemplo da accion destas moléculas é unha proteina de unién a
inmunoglobulina D de Moraxella catarrhalis que as OMVs entregan as células B
para aumentar a produccion de IgM e retrasar a producion de anticorpos

especificos (Schwechheimer e Kuehn, 2015).
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5.4. Biopeliculas e transferencia de xenes

As biopeliculas son agrupacions bacterianas que se adhiren a unha superficie,
Xa sexa abiotica ou bidtica, e se incrustan dentro dunha matriz auto-producida
de substancia poliméricas (Gupta et al., 2016; Vestby et al.,, 2020). Estas
comunidades poden ser tanto heteroxéneas como homoxéneas (Gupta et al.,
2016). As vesiculas estimulan a sua producion grazas ao ADN extracelular e as
adhesinas que transportan (Brown et al., 2015; Cao e Lin, 2021; Furuyama e
Sircili, 2021; Gupta et al., 2016; Kulp e Kuehn, 2010; Vestby et al., 2020). No
caso de P. aeruginosa, tamén colabora a quinolona (PQS) na agregacion e na
comunicacion dentro da poboacion (Aytar-Celik et al., 2022; Ellis e Kuehn, 2010).
As biopeliculas aumentan a resistencia das bacterias fronte os antibioticos e o
sistema inmune do héspede favorecendo as infeccions cronicas persistentes. De
feito, as citoquinas liberadas polo sistema inmune contra a biopeliculas aceleran
os danos dos tecidos vecifios (Gupta et al., 2015; Vestby et al., 2020).

As vesiculas permiten a propagacion de resistencia aos antibiéticos entre as
bacterias que conforman estas comunidades (Furuyama e Sircili, 2021; Jan,
2017; Kulp e Kuehn, 2010; Villageliu e Samuelson, 2022), especialmente nas
heteroxéneas (Aytar-Celik et al., 2022; Lee et al., 2008;Schwechheimer e Kuehn,
2015). Estase a considerar as vesiculas como un novo mecanismo de
transferencia horizontal de xenes entre especies, tanto Gram negativas coma
positivas (figura 3 F) (Aytar-Celik et al., 2022; Briaud e Carroll, 2020; Brown et
al., 2015; Villageliu e Samuelson, 2022). A evidencia deste fendmeno probouse
na transmision da B-lactamasa de cepas de Acinetobacter baylyi en células
receptoras de E.coli DH5a (Aytar-Celik et al., 2022; Schwechheimer e Kuehn,
2015).

6. Conclusidons/Conclusiones/Conclusions

Conclusioéns

A vesiculacion bacteriana é frecuente pero en Gram positivas € menos cofiecida

que en Gram negativas.

Existen varios modelos de bioxénese pero ningln é xenérico. En Gram negativas
o modelo de acumulacién de fosfolipidos na membrana externa parece un bo

candidato para ser un modelo xeral. En canto as Gram positivas, a aplicacion de

15



novas técnicas de microscopia de reconstrucion Optica estocastica permite
propofier tres modelos, confirmando que o proceso esta regulado pola accién de

encimas que degradan a parede celular.

As vesiculas bacterianas tefien multiples funcions destacando a comunicacion,
o transporte, a adquisicion de nutrientes, a homeostase ou a formacion de

biopeliculas.

Ademais, en bacterias patoxenas son importantes na colonizacién dos héspedes

e na resistencia fronte o sistema inmunol6xico ou os antibidticos.
Conclusiones

La vesiculacion bacteriana es frecuente, pero en Gram positivas es menos

conocida que en Gram negativas.

Existen varios modelos de biogénesis pero ninguno es genérico. En Gram
negativas el modelo de acumulacion de fosfolipidos en la membrana externa
parece un buen candidato para ser un modelo general. En cuanto a las Gram
positivas, la aplicacion de nuevas técnicas de microscopia de reconstrucion
Optica estocastica permite proponer tres modelos, confirmando que el proceso

esta regulado por la accién de encimas que degradan la pared celular.

Las vesiculas bacterianas tienen multiples funciones destacando la
comunicacioén, el transporte, la adquisicidn de nutrientes, la homeostase o la

formacién de biopeliculas.

Ademas, en bacterias patdégenas son importantes en la colonizacion de los

huéspedes y en la resistencia frente al sistema inmunoldgico o los antibidticos.
Conclusions

Bacterial vesiculation is common, but in Gram positive cases it is less known than

in Gram negative cases.

There are several models of biogenesis but none is generic. In Gram negative
cells, the model of phospholipid accumulation in the outer membrane seems a
good candidate to be a general model. Regarding Gram positive cells, the

application of new stochastic optical reconstruction microscopy techniques allows
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us to propose three models, confirming that the process is regulated by the action

of enzymes that degrade the cell wall.

The functions performed by vesicles are more established. Its secretion favours
communication, the acquisition of nutrients or the transport of biomolecules,

among others.

In addition, in pathogenic bacteria they are important in the colonization of the

hosts and in the resistance against the immune system or antibiotics.
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