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Sistemas secretorios

- Nono madqguinas profeicas que estdo envolvidos na
translocacdo ou secrecdo de efeftores pelo envolutdrio
celular:

o Proteinas (podem ser toxinas);
o moléculas quimicas (bomba de efluxo);
o DNA-proteina (conjugacdo);

o Os sistemas de secrecao sao classificados com base na sua funcgao,
estrutura e especificidade;

o Alguns desses sistemas também podem ser encontrados em arqueais e
microrganismos eucariotos.



Sistemas secretorios e
patogenicidade

o Esses sistemas podem estar envolvidos na patogenicidade bacteriana
em mamiferos e em plantas;

o O sistema imune inato do hospedeiro pode detectar e responder a
presencas destes sistemas durante a infegdo bacteriana



Vamos entender como os
sistemas secretorios funcionam
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Secretion System Function

BACTERIAL SECRETION SYSTEM
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Secretion System Components

BACTERIAL SECRETION SYSTEM |

Vb Ve

Effector proteins .
Adhesins, proteases, toxins .....

Periplasta

Inner
ragrmbrang

Bacterial
cytonlasm

The T5SS and T2SS use a two-step secretion mechanism.

— -

Type I Type I Type I

T2SS, T6SS can secrete folded or partially
Translocam as duas membranas folded substrates.

(T1SS, T3SS, T4SS and TéSS) use one-step mechanism,
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Apendices extracelulares
bacterianos

- Qs sistemas de secrecao:
secretam efetores

Os pilus e fimbrias:
omotilidade e adesdo



General Secretion System — Sec
System

A translocacao de proteinas do citoplasma atravées da membrana
citoplasmatica em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas € mediada por
dois sistemas de secrecdo que sao comuns a ambos os tipos de bactérias, o
SecYEG translocon (Sec) e o sistema TAT (twin-argenine-translocation
Sytem). Esses sistemas foram identificados em todos os dominios da vida, que
inclui bactérias, arqueais e eucariotos.



Sistema Sec

periplasma

Citoplasma



Sistema Sec

hitps://www.youtube.com/watch2v=YvVIUp_AK|s
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1SS (ou sistema ABC de

ransporte )

o Exemplos de efetores:

enzimas digestivas como proteases e lipases, adesinas, proteinas ligadoras de grupo heme e
proteinas com motivos de RTX (repeats-in-toxins).

o Exemplos de fatores de viruléncia secretados por este sistema sdo a toxina MARTX por V.
cholerae, hemophore HasA por Serratia marcescens e hemolisina HIyA pela E. coli uropatogénica.

o A proteina prototipo desse sistema é a a-hemolisina de Escherichia coli. O T1SS é
responsavel pela secregédo de outros fatores de viruléncia bacterianos, como a adenilato ciclase de
Bordetella pertussis, lipases de Serratia marcescens, leucotoxina e proteases de Pseudomonas
aeruginosa.

o Este sistema também é empregado para a internalizardo de nutrientes essenciais para a
sobrevivéncia, como agucares, aminoacidos, poliaminas, entre outros.

o O sinal para exportacao reside na porcdo carboxiterminal da proteina, contendo motivos
repetitivos ricos em residuos de glicinas (GGxGxD), o qual ndo é clivado apos a secrecao da
proteina diretamente no meio extracelular.



T1SS e bomba de efluxo?

o Relacionada com as bombas de efluxo - resistence-nodulation-division
(RND).

o Tanto o RND quanto o T1SS s&o sistemas tripartidos, composto por trés
componentes estruturais:

o 1- complexo de membrana interna (IMC, inner membrane complex) que
pertence a familia de proteinas transportadoras do tipo ABC;

o 2- uma proteina de fusdo de membrana (MFP, membrane fusion protein),
localizada no periplasma e acopla ao complexo de membrana interna com
o poro de membrana externa e;

o 3- poro de membrana externa que na maioria dos casos € formada por
TolC.
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a) Field o 3 -ND were mixed in the presence of MexA. Scale
p
partite MexAB-OprM complex delineated by two

Costa, T.R.D.




Sistema de Secrecao tipo
&
T4P

T2SS é similar a maquinaria de montagem do flagelo de arqueas e a maquinaria
envolvida na transformacao bacteriana via captacdo de DNA exdgeno em
bactérias Gram-positivas.



Gram-positive bacteria

DOI: 10.1038/nrmicro2762



https://doi.org/10.1038/nrmicro2762

T235S & T4P

o T2SS envolvido na secrecdo de proteinas enoveladas, periplasma, para
O meio extracelular.

o Variedade de subsiratos:
o proteases, lipases, fosfatases e toxinas.

o Exemplos:
o toxina de colera ABs; e neuraminidase por Vibrio cholerae,
o chitinase A por V. harveyi,
o pseudolisina e exotoxina A por P. aeruginosa,
o proaerolisina por A. hydrophila,
o pectate lisase C, endo-pectate lyase e cellulase 5 por D. dadantii,



Montagem da maquinaria do T2SS
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Pilina — T28S

1. Targeting 2. Docking (P-P+1) 3. Spooling - elongation

4. Rotational assembly: top view

& ATP

Nivaskumar M, et al., 2014
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Cryo-electron microscopy structure of the Vibrio cholerae T2SS
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Gram-negative T4P
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https://www.youtube.com/watchgv

P. aeruginosa


https://www.youtube.com/watch?v=yby-a1Pnp-Q
https://www.youtube.com/watch?v=oR-N0uSsvkQ
https://www.youtube.com/watch?v=NLZ3nDQM98c

Pilus tipo IV esta envolvido em

A P. aerginosa strain K B N. gonorrhoeae C N. meningitidis
> /a-_g .;)4?
f . ’;j A fk"JA‘—

+1:10.5 A; 87.6° +1:10.1 A; 100.8° +1: 10.3 A; 100.8°
-3:31.5A; -98.1° -3:304 A; -57.6° -3:30.9A, -57.6°
-4:42 A; -10.8° +4:405A; 43.2° +4:41.2 A; 43.2°

Lo ivoiviujaiuicancuvuus cour hitp://dx.doi.org/10.1016/].str.2017.07



T13SS — Muito importante na
patogenicidade

inumeros fatores de viruléncia que sao transportados e manipulacdo a célula
hospedeira: envolvidas em processos de adesao, invasao, sobrevivéncia

intracelular, inflamacao e alteragcdo de processos celulares .

injetados na célula hospedeira, atuam subvertendo importantes funcdes

celulares, causando alteragdes na arquitetura e metabolismo celular.

O T3SS foi inicialmente descrito em Yersinia pestis e visualizado em
Salmonella Typhimurium, sendo posteriormente detectado em Escherichia coli
enteropatogénica e enterohemorragica, Shigella flexneri, Yersinia spp.,
Bordetella spp., Pseudomonas aeruginosa e em alguns patdogenos de planta
(Xanthomonas spp., Erwinia spp., Pseudomonas spp. e Ralstonia

Solanacearum).
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Assembly, structure, function and regulation of type
lll secretion systems
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Figure 1| Overview of key structural elements and features of the T3SS basal body. The basal body of T35Ss

comprises the inner membrane and outer membrane rings, which are assembled using ring-building motifs that are

shared between components. a| The overall architecture of the basal body, the needle and the inner rod in the
—  Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1) type Ill secretion
system (T3SS), as determined using cryo-electron microscopy (cryo-EM), is shown. b | An overlay of the structures of

:z;'s; T3SS components is shown. This figure is a composite of solved structures of individual components of T3SSs from
' different bacterial species and represents our most current structural understanding of non-flagellar T3SSs. There is no
structural information for the T3SS components SctR, SctS, SctT and SctK, and they are not depicted here. ¢ | The basal
tive body inner membrane and outer membrane ring structures from the Salmonella SPI-1 T3SS are shown. The
ast amino-terminal and carboxy-terminal domains in the outer membrane secretin SctC and the inner membrane ring

edby  protein SctD form distinct ring structures and are labelled as subscripts (SctC,, SctC, SctD, and SctD,). Protein
ial structure accession numbers are provided for the grey 3D structure cross-sections in the background of part b, and for

Sistema de Secrecado tipo ll



Type lll Secretion system


https://www.youtube.com/watch?v=OBf64TEo7gA

Sistema de Secrecao tipo IV (T4SS)

s Competicao bacteriana
* Conjugacao

¢ Transformacao



T4SS na patogenicidade

° Bordetella pertussis, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii, Brucella
spp., Bartonella spp. e Helicobacter pylori;

o As toxinas sao injetadas diretamente no interior da célula hospedeira,
tais como CagA de Helicobacter pylori e DotA/LidA de Legionella
pneumophila;

o A toxina pertussica (PT) € uma exce¢ao, sendo secretada no meio
extracelular para depois se ligar a célula alvo e ser internalizada.



Conjugacao

O

Conjugacdo: Transferéncia genética enfre duas células que envolve

contato

O

Envolve: célula doadora e receptora

(e}

Mecanismo de transferéncia pode exibir diferencas dependendo do
plasmideo envolvido, a maioria das bactérias Gram — usam mecanismo

parecido ao plasmideo F

O

Pode ser replicado e também integrado no cromossomo da célula
hospedeira (via sequéncias IS - Sequéncias de insercdo — que tfambém sdo

encontradas na célula do hospedeiro) .



Genes envolvidos na
transferéncia do plasmidio,
como proteinas envolvidas 1S3

na biossintese do pili F [ 7 rep-Pnc;aoggo

Genes envolvidos na
formacao do par conjugante

Diferentes plasmideos
podem codificar proteinas
diferentes que vao ter o pili
ligeiramente diferente

F plasmid 25 kbp

A
Origem de transferéncedl

71S i’

Recombinar com sequéncias
equivalentes na célula hospedeira
gerando diferentes linhagens Hfr

Microbiologia de Brock - 12° Ed S~ onv



Processo que leva 5min (plasmideo de
100 kp)

Consegue se dissiminar rapidamente
Sendo, portanto um agente infeccioso

Replicacao por circulo rolante
Mecanismo utilizado por alguns virus

Bacterial F plasmid

chromosome :
F* cell F-cell Synthesis of complementary strand
(donor) il - (recipient) begins in recipient cell

Cell pairs stabilized. / \ Completion of DNA transfer
F plasmid nicked in one strand and synthesis. Cells separate
Tral
gl CX©
nuclease
Transfer of one strand from F* cell to F~ cell i i
I F plasmid simultaneously replicated in F* cell | (@ Célula pode perder o
plasmideo quando
este ndo €& mais
necessario

Microbiologia de Brock - 129 Ed



Como a bactéria consegue
"Acasalar’e

Porgue conjugare Serd que isso é
bom para a celula receptorae



T43S

o Gram negativas, Gram positivas e em algumas archaea

o O substrato:
o DNA no processo de conjugacdo
o VirB/D4 de A. tumefaciens
o PKMI101 de E. coli

o Proteinas, como fatores de viruléncia
o Legionella pneumophila — doenca dos Legionarios
o Brucella suis - doenca brucellosis
o Helicobacter pylori - doenca gastroduodenal
o Matar outras bactérias

o Complexo proteina-DNA

Chandran, V. (2013).



Transporta de forma direta (T3SS e T5SS/
Independente do Sitema Tat ou Sec

o 6

VirlBY 'k virB10

https:.//www.youtube.com
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Pilus Conjugativo tem lipidio em sua estrutura

Conjugative
F-pilus

o -
2016

Redzej, A., 2015
Fronzes, R., 2009

Cryo-EM map (3.6A)

a protein-phospholipid building block

- = -

hitps.//www.youtube.com/watchev=sulL7LxC2NPg



Relaxossomo — Complexo
nucleoproteina

o Reconhecimento e Processamento do DNA

Modelo do Relaxosomo RP4

Schroder G. e colaboradores, 20



Modelo de secrecdo do Substrato via 2
PAssos pelo T4SS

e.g. Bordetella
T4S system
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Type VI Secretfion system

pode injetar toxinas em fungos (microbianos eucarioticos);

vasta diversidade de efetores:

Efetores que podem interferir no citoesqueleto do hospedeiro, morte de
macrofagos humanos, facilitacao da internalizacdo bacteriana, promover a
proliferacao bacteriana intracelular através do escape fagossémico, evitar
a ativacao do inflamassoma NLRP3, ativacdo do inflamassoma Pyrin
resultando na quebra do citoesqueleto e ativacao da destruicio do reticulo

endoplasmatico, entre outros;

incluindo  Vibrio cholera, Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila, Salmonella enterica, Escherichia coli enteroagregativa,
Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Burkholderia mallei,

Francisella tularensis e Yersinia pestis.



Type VI Secrefion system

« contém as proteinas de imunidade;


https://www.youtube.com/watch?v=Xk7rxv6HtKo

Existem outros sistemas de
SecrecAo bacteriano

o TOSS
o T7SS - Mycobacterium
o T8SS

o TOSS



Type VIl secretfions sytem
Apenas encontrado em
Mycobacterium

‘ Secrecdo de fatores de viruléncia
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T93S

o found only in some species of the Bacteroidetes phylum;

o Plays two roles: movement (called gliding motility) or a weapon for
pathogens.

o Found in Flavobacterium johnsoniae, a commensal microorganism often
found in water and soil, and Porphyromonas gingivalis, a human oral
pathogen that is a major causative agent of periodontitis.

o T9SS translocates proteins, especially virulence factors;
o At least 18 proteins are involved in this still enigmatic process;

o Upon translocation across the OM, the CTD is removed by a protease
and an anionic LPS is attached to the newly formed C-terminus;

o The effector could be secreted into the extracellular milieu or covalently
attached to the bacterial surface;

o T9SS is regulated by a two-component system; however, the precise
environmental signal that triggers it has not been identified.



T93S

REVIEW ARTICLE
Front. Cell. Infect. Microbiol., 26 May 2017 | https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00215

The Type IX Secretion System (T9SS):
Highlights and Recent Insights into Its
Structure and Function

i Anna M. Lasical?, Miroslaw Ksiazek!3, Mariusz Madej® and Jan Potempa’®*
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The outer membrane vesicles: Secretion system type zero

Andrea Guerrero-Mandujano? | Cecilia Hernandez-Cortez? | Jose Antonio Ibarra® |

Graciela Castro-Escarpulli?
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México
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México

SLaboratorio de Genética Microbiana,
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Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto
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México

Correspondence

Graciela Castro-Escarpulli, Laboratorio de

Gram-negative bacteria have mechanisms through which they can colonize and survive in dif-
ferent environments, such as the secretion systems types (1-6) that have been widely studied
and characterized. Nowadays, some authors have proposed extracellular structures, such as the
outer membrane vesicles (OMVs), to be considered as an additional and independent secretion
system. The OMVs are spherical particles of 50-250 nm in diameter; they originate in the outer
membrane, and therefore they have a very similar composition to the latter. These particles
can transport an important variety of biomolecules: enzymes, toxins, antigenic determinants

and even nucleic acids. Thus, it is of great interest to collect data describing the advantages of

the transport of biomolecules through the OMVs and, thus, determine their role as a potential

secretion system.

KEYWORDS

bacteria, outer membrane vesicles, secretion system, virulence factor



Algumas funcoes das OMV

« Condicoes de

Promomer revivénci teri
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ex: Remover comp. toxicos
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Algumas funcoes das OMV
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OMYV can increase Bacterial Pathogenicity

Increase bacterial resistance to Transfer DNA between cells,
antibiotics and phages carry enzymes that degrade
2 b antibiofics
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cross the mucus barrier in the gut and
reach the intestinal epithelium,
delivering bacterial antigens to the
underlying macrophages, which
triggers intestinal inflammation.

Interact with host cells during
infection
Ex. delivery of virulence factors or
iImmune cells

c

Host cell Immunomodulation
or genotoxicity 0

(o) °. Antigen
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e 0

Mucus
° Mucus
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Novos Siste

Outer Membrane V
Gram-Negative Bachgl
Combat Against Miasa
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Rakesh C. YashRoy
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