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Nanomaquinas biologicas:
los sistemas de secrecion bacterianos

Pablo Vladimir Cabanas-Romero,* Alejandro Huerta-Saquero**

RESUMEN: Los sistemas de secrecion que poseen las bacterias son nanomaquinas especializa-
das en enviar proteinas y otras moléculas biologicas al exterior, permiten a las bacterias inte-
raccionar con el medio en el que se encuentran asi como con otros organismos que forman
parte de su habitat, principalmente con aquellas bacterias que mantienen una relacion estre-
cha con células eucariotas. Dicha relacion puede ser simbidtica, es decir, una en la que ambos
organismos obtienen beneficios, o puede ser una de parasitismo o de patogenicidad, donde las
bacterias afectan la funcion normal de su célula hospedadora o de todo el organismo al cual
infectan. Existen descritos siete sistemas de secrecion diferentes. Las bacterias Gram-negativas
poseen el sistema de secrecion tipo 1, el cual permite translocar proteinas efectoras dentro del
citoplasma del enterocito (célula eucariote). Los genes que codifican a las proteinas que inte-
gran los SST3 se encuentran en islas de patogenicidad, cuyo conocimiento respecto a su com-
posicion, organizacion y regulacion de su expresion nos permite manipular dichos sistemas de
secrecion como vehiculos para la entrega de proteinas de interés terapéutico en terapias diri-
gidas a células especificas.

PALABRAS CLAVE: sistemas de secrecion, bacterias, inyectisomas, patogénesis, simbiosis, inte-
raccion bacteria-célula eucariota.

ABSTRACT: Bacterial secretion systems are specialized nanomachines for delivery of proteins
and other biological molecules outside the cell, allowing bacteria interact with their environ-
ment as well as with other organisms sharing their habitat, particularly those bacteria which
have a close relationship with eukaryotic cells. This relationship can be symbiotic, i.e., one in
which both organisms derive benefit, or parasitism or host-pathogen interactions, where bacte-
ria affect the normal function of the host cell or whole organism which infects. To date there are
seven secretion systems described. Gram-negative bacteria possess the type Il secretion sys-
tem (T3SS), which enables translocation of effector proteins into enterocyte cell (eukaryotic).
Genes encoding proteins that integrate the T3SS are found in pathogenicity islands, whose
knowledge about their composition, organization and gene expression regulation allows us to
use it as vehicles for protein delivery in therapies targeting specific cells.

KEYWORDS: secretion systems, bacteria, inyectisomes, pathogenesis, symbiosis, bacteria-
eukaryotic cell interaction.

Las bacterias expresan sistemas de secrecién indispensables para trans-
portar proteinas, como, por ejemplo, toxinas o enzimas, y otras macromolé-
culas hacia el espacio extracelular (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).
Existen siete sistemas de secrecién descritos que se pueden encontrar en
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FIGURA 1. Sistemas de secrecion bacterianos. Esquema simplificado de los 7 sistemas de secrecion
descritos. HM: membrana de la célula hospedadora; OM: membrana externa; IM: membrana interna;
MM: micomembrana; OMP: Proteina de membrana externa; MPF: Proteina de fusion de membrana. Las
ATPasas y chaperonas se muestran en amarillo.
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bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas (figura 1). La diferen-
cia que puede ser mds notable entre estos complejos multiproteicos es que
las bacterias Gram-positivas necesitan realizar un simple proceso de secre-
cién a través de una sola membrana mientras que las bacterias Gram-negati-
vas transportan la molécula bioldgica a través de la doble membrana que las
rodea hacia el medio extracelular, mediante un mecanismo mdas complejo.
Sin embargo, los genes que codifican para proteinas que participan en el pro-
ceso de secrecién de bacterias Gram-positivas muestran un alto grado de si-
militud con los genes identificados originalmente en Escherichia coli (Ibidem).
Debido a esto, el criterio que se utiliza para diferenciar los sistemas de secre-
cién radica en el tipo de transporte realizado por la bacteria, independiente-
mente de si se trata de una bacteria Gram-positiva o Gram-negativa.

El tipo de transporte se puede realizar mediante dos vias, la via Sec-de-
pendiente y la via Sec-independiente. En la via Sec-dependiente la secrecién
de sustratos depende de la secuencia sefial ubicada en el extremo amino ter-
minal que posee la proteina a secretar, pues por medio de esta secuencia, la
proteina es reconocida y transportada por el sistema de secrecién Sec. La via
Sec-independiente se caracteriza por la translocacién de la proteina sin la
presencia de la secuencia sefial en el amino terminal o de un intermediario
periplasmatico (Koster et al., 2000). La via Sec-independiente engloba los
sistemas de secrecién tipo I, III y IV, los cuales forman complejos multi-
proteicos que evitan la presencia del efector en el periplasma por lo que los
sustratos son secretados desde el citoplasma hasta el medio extracelular
(Kanonenberg et al., 2013; Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003). El sistema
de secrecion tipo I (SST1) es capaz de transportar polipéptidos de mas de
800 kDa que ostentan una sefial de secrecién incluida en los tltimos 53 resi-
duos del extremo carboxilo terminal, la cual les permite ser reconocidas por
el translocador (compuesto de un transportador ABC, una proteina de fu-
sién a membrana MFP y una proteina trimérica de membrana externa), y ser
translocadas mediante el aporte de energia de la hidrélisis de ATP mediada
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por el ATP-binding cassette (conocido como transportador ABC) (Holland
et al., 2005) (figura 1). El SST1 exporta péptidos y factores de virulencia,
tales como metaloproteasas, glicanasas (Delepelaire, 2004) y proteinas rela-
cionadas a la formacién de biofilms (Russo et al., 2006). El sistema de secre-
cién tipo II (SST2) sélo se encuentra en proteobacterias, en especies sim-
biontes obligadas, bacterias patégenas y especies de vida libre, sin
necesariamente pertenecer a un grupo particular (Cianciotto, 2005). E1 SST2
es necesario como agente virulento de Vibrio cholerae, Legionella pneu-
monphila, E. coli enterotoxigénica, Ralstonia solanacearum, Pectobacterium
atrosepticum, y Xanthomonas campestris (Filloux, 2004). El sistema de secre-
cién tipo III (SST3) se encuentra en bacterias Gram-negativas que interac-
téan con plantas y animales como agentes patégenos o mutualistas (Grant et
al., 2006). La funcién principal de este sistema de secrecién es transportar
proteinas efectoras del citosol bacteriano a la célula hospedera que, una vez
translocadas, intervienen en la alteracién del metabolismo celular (Mota y
Cornelis, 2005). El sistema de secrecion tipo IV (SST4) es el tnico sistema de
secrecién que, ademds de transportar proteinas, es capaz de secretar acidos
nucléicos en plantas, animales, levaduras y otras bacterias (Christie y Cas-
cales, 2005). El SST4 esta presente en varios organismos patégenos como
Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Bor-
detella pertussis, Legionella pneumophila y Mesorhizobium loti (Ibidem). El sis-
tema de secrecion tipo V (SST5) secreta proteinas de 40 a 400 kDa de ta-
marfio que poseen un péptido sefial en el dominio amino terminal conservado.
Las proteinas son autotransportadas al periplasma bacteriano. Posterior-
mente, la translocacién hacia el espacio extracelular de la proteina es me-
diada por la insercién del dominio barril beta de su extremo C-terminal con-
servado en la membrana externa, con lo cual se forma un poro a través del
cual se permite su translocacién (Henderson et al., 2004; Jacob-Dubuisson
et al.,, 2004). El SST5 permite la secrecién de adhesinas en E. coli, Haemo-
philus influenzae, Yersinia enterocolitica, Bordetella pertussis; toxinas en Helico-
bacter pylori; proteasas en Neisseria meningitidis, Shigella flexneri y Serratia
marcescens (Tseng et al., 2009). El sistema de secrecién tipo VI (SST6) al igual
que el SST3, se asemeja a un inyectisoma y es capaz de translocar proteinas
efectoras directamente al citosol de la célula hospedera (Bingle et al., 2008).
El modelo propuesto del inyectisoma del SST6 incluye una proteina
chaperona con actividad ATPasa, un canal que comunica la membrana in-
terna con la membrana externa y una aguja que tiene una proteina que
forma un poro (Shrivastava y Mande, 2008). Requerido para la virulencia, el
SST6 es utilizado por Vibrio cholerae, Edwardsiella tarda, Pseudomonas aerugi-
nosa, Francisella tularensis, y Burkholderia mallei para infectar humanos y
plantas por igual, asi como sélo en plantas por Agrobacterium tumefaciens,
Pectobacterium atrosepticum y Xanthomonas oryzae (Bingle et al., 2008). El sis-
tema de secrecién tipo VII (SST7) se encuentra codificado en cinco grupos de
genes de las bacterias Gram-positivas del genero Mycobacterium, y, ademas,
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se encuentra estrechamente relacionado con los patégenos Corynebacterium
diphtheriae y Nocardia (Abdallah et al., 2007) (figura 1).

Los sistemas de secrecion tipo Il

Las bacterias Gram-negativas son ampliamente estudiadas para conocer con
mayor especificidad los procesos celulares que modifican en organismos eu-
cariotas, principalmente las bacterias que provocan enfermedades en ani-
males y plantas de interés econémico, y, sobre todo, de bacterias que alteran
procesos celulares en el humano mediante los mecanismos de secrecién. Los
sistemas de secrecién tipo tres (SST3) son “nanojeringas” o “inyectisomas”
de origen proteico y escala nanométrica que se ensamblan en las membranas
celulares de las bacterias que las producen, y que permiten la entrega de pro-
teinas de virulencia bacteriana a las células eucariotas que infectan (figura
2). E1 SST3 estd compuesto por mds de 20 proteinas diferentes. El inyectiso-
ma se ha identificado en especies de Bordetella, Chlamydia, Erwinia, E. coli,
Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shigella, Xanthomonas y Yersi-
nia, (Gonzélez-Pedrajo y Dreyfus 2003), y originalmente identificado en Sal-
monella typhimurium (Kubori et al., 1998), es un complejo que se encuentra
parcialmente conservado en Salmonella enterica, Shigella flexneriy E. coli en-
teropatdgena, por lo que el SST3 no difiere en su estructura en los géneros
antes mencionados. Los componentes estructurales del SST3 y el cuerpo ba-
sal del flagelo bacteriano muestran bajo microscopia electrénica gran simili-
tud, esto podria significar que existe una relacién evolutiva entre ambos
sistemas y un mecanismo comun de reconocimiento y de exportacién de sus-
tratos (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus 2003). Sin embargo, las proteinas efec-
toras que alteran el metabolismo celular hospedero son tnicas para cada
sistema (Galan y Wolf-Watz, 2006).

La estructura o cuerpo basal de este sistema de secrecién se extiende
desde la membrana interna (MI) ala membrana externa (ME) y tiene un dia-
metro aproximado de 50 nm (Tamano et al., 2000) (figura 2). La constitucién
bésica de la estructura del sistema se compone por dos anillos transmembra-
nales anclados a las membranas interna (MI) y externa (ME), respectiva-
mente, comunicados a través de proteinas que forman un tubo que se ex-
tiende desde el primer anillo multiproteico (MI) a lo largo del periplasma
microbiano hasta el segundo anillo ubicado en la ME de la bacteria. El cuerpo
basal de los inyectisomas se conecta con una aguja hueca en Yersinia; con un
filamento, como en Salmonella; o bien, mediante un pilus, en P. syringe. Cada
una de estas estructuras mide en promedio 60 nm de longitud y se conecta
con proteinas que forman un poro de translocacién en la membrana plasma-
tica de las células del hospedero (Cornelis, 2006). El complejo multiproteico
del SST3 alcanza en su conjunto una longitud aproximada de 60-80 nm
(Blocker et al., 1999).
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FIGURA 2. Micrografia electrénica de transmision (TEM) de inyectisomas bacterianos. Nano-jeringas
moleculares cuya base esta formada de anillos proteicos que se ensamblan sobre las membranas in-
ternay externa de la bacteria. La aguja se prolonga de dicha base hacia el exterior para hacer contacto
con la célula hospedera.

Fuente: Tomada de Tamano et al., 2000.

La familia de patogenos A/E

Escherichia coli enteropatégena (EPEC), enterohemorragica (EHEC) y Citro-
bacter rodentium (un patégeno de ratén) provocan en el epitelio intestinal
una lesion histopatolégica A/E (attaching and effacing) o de adherencia y des-
truccién que se caracteriza por la pérdida de microvellosidades intestinales y
la formacién de una estructura en forma de copa o pedestal, donde la bacte-
ria se une intimamente a la célula hospedera (figura 3). La isla de patogenici-
dad LEE (Locus of Enterocyte Effacement) (Rocha-Gracia et al., 2005), ademas
de contener los genes que codifican para el SST3, cuenta con genes que codi-
fican proteinas que son secretadas y translocadas mediante este sistema y

FIGURA 3. Lesion de adherencia y destruccion provocada por EPECy EHEC. Micrografia electronica don-
de se observa la adherencia intima de la bacteria al epitelio intestinal y la formacion de una estructura
semejante a una copa o pedestal.

Fuente: Cortesia de Jorge Giron.
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proteinas que regulan su propia expresiéon (Garmendia et al., 2005; Lara-
Ochoa et al., 2010). E1 SST3 transloca proteinas efectoras que modifican di-
ferentes estructuras y procesos celulares como la interrupcién de la funcién
de la barrera intestinal, el incremento en la permeabilidad de uniones estre-
chas acompafiadas de la disminucién de la resistencia transepitelial, pérdida
del potencial de membrana mitocondrial, la inhibicién de la transicién del ci-
clo celular G2/M y la induccién de apoptosis (Medrano-Lépez, et al., 2012).

Modificacion del SST3 de EPEC para su uso con
fines terapéuticos

La eficiente translocacién de proteinas a través de los SST3 ha motivado su
estudio y utilizacién con fines médicos y biotecnolégicos. Los SST3 de dife-
rentes bacterias (Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Pseudo-
monas syringe) han sido utilizados con éxito como nanoinyectores para la
translocacién de antigenos hacia células epiteliales, tales como nicleoprotei-
nas de la capside del virus de la influenza (Russmann et al., 1998), de ovoal-
bumina (Epaulard et al., 2006 y 2008), con la finalidad de estimular la
respuesta inmune y generar proteccién. También se ha logrado la transloca-
cién de TNFa, anticuerpos y nanoanticuerpos para la inactivacién de protei-
nas blanco en el interior de la célula eucariote o para inmunoterapia
antitumoral con resultados alentadores (Nishikawa et al., 2006; Yoon et al.,
2011; Blanco-Toribio et al., 2010). Estos y otros ejemplos de la utilizacién de
estas nanomadaquinas biolégicas, si bien han tenido éxito, presentan ciertas
limitaciones y retos: a) Se han utilizado bacterias atenuadas, es decir, bacte-
rias patégenas con ciertas modificaciones genéticas que reducen su patoge-
nicidad, lo cual tiene un riesgo intrinseco de reversién (que dichas bacterias
patégenas recuperen su patogenicidad y causen dafio al huésped); b) las pro-
teinas efectoras, sustrato de estos SST3, son entregadas a la célula blanco,
provocando las modificaciones en las vias de sefializacién y las modificacio-
nes estructurales del citoesqueleto, ampliamente documentadas; c) la gene-
racién de respuesta inmune contra estas bacterias, lo que limita su utilidad a
largo plazo, y, d) algunas bacterias utilizadas, como S. typhimurium, tienen la
capacidad de internalizarse en el organismo, lo que complica su control.
Tomando ventaja de la posibilidad de expresar de manera funcional al
SST3 de EPEC en una bacteria Escherichia coli comensal, podemos evitar
el riesgo de la reversién presente en los casos en que se utilizan bacterias pa-
tégenas atenuadas; ademas, es posible evitar la translocacién de proteinas
efectoras de dichas bacterias patégenas. Por otro lado, mediante la elimina-
cién de los genes que codifican para proteinas efectoras dentro de la isla de
patogenicidad LEE, se puede prevenir la secrecién y translocacién de dichas
proteinas. Aunado a lo anterior, mediante la construccién de proteinas qui-
méricas, a las que se les adiciona un péptido sefial para su reconocimiento y
secrecién a través del SST3, es posible translocar proteinas especificas con
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fines terapéuticos. Por ejemplo, para terapias anti-cancerigenas, algunas va-
riedades de las citocromo oxidasas (CYP’s), que se ha demostrado que se ex-
presan en E. coli y que participan en la biotransformacién de farmacos anti-
cancerigenos (Rodriguez-Antona e Ingelman-Sundberg, 2006). Si logramos
enviar directamente a células de cancer de colon citocromo oxidasas produ-
cidas en bacterias comensales, podremos eliminar dichas células. Otra posi-
bilidad, es la expresién y el envio de asparaginasas, cuyo efecto anticanceri-
geno ha sido demostrado sobre células de leucemia linfocitica aguda infantil
(Moreno-Enriquez et al., 2012; Huerta-Saquero et al., 2013; Labrou et al.,
2010). El uso controlado de los SST3 bacterianos es un campo muy prome-
tedor para la entrega dirigida de medicamentos o biomoléculas con fines te-
rapéuticos.
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