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RESUMEN: La fisiologia bacteriana en condiciones de gravedad
extrema ha sido poco estudiada. Evaluamos el cambio en el
consumo de glucosa y en la produccién de porinas (proteinas
de membrana externa) de Salmonella enterica subsp. enterica
serovar. typhimurium creciendo en hipergravedad generada
utilizando un prototipo de simulacién gravitacional previamente
disefiado. Se crecié un cultivo durante 6 horas a una gravedad
relativa de 750g y se extrajeron las porinas por medio de la
resuspension en buffers con detergentes. Estas se separaron
por medio de un SDS-PAGE y se identificaron tres: OmpC
(42 kDa), OmpD (39 kDa) y OmpR (27 kDa); que son profeinas
importantes en el transporte de sustancias y adhesién celular.
También se determiné la tasa de consumo de glucosa en
hipergravedad por medio del crecimiento en medio minimo
M9 realizando mediciones cada 2, 4 y 6 horas. Para esto se
determiné la concentracién de glucosa presente en el medio
con el método DNS (écido dinitrosalicilico) para la estimacién
de az(cares reductores y se midi6 la concentracién del cultivo.
A pesar de haberse reducido en un 90% el crecimiento de la
bacteria en hipergravedad, se aumenté la tasa de consumo
de glucosa en estas condiciones. Esta investigacion demuestra
que las demandas bioguimicas cambian en condiciones de
hipergravedad generadas por el prototipo y demuestra que
se podria utilizar estos modelos para estudiar cambios en la
expresion génica y resistencia a anfibisticos.

PALABRAS CLAVE: Hipergravedad, Salmonella, Porinas, Consumo
de glucosa.

Gravitational simulation prototype: gluose consumption
and porin production by Salmonello enterica subsp. enterica
serovar. fyphimurium in hypergravity

ABSTRACT: Bacterial physiology in extreme gravity conditions has
been understudied. We evaluated the change in glucose
consumption and porin (external membrane proteins) production
in Salmonella enterica subsp. enterica serovar.fyphimurium
growing in hypergravity generated through a previously designed
gravitational simulation prototype. A bacterial culture was
grown for 6 hours in a relative gravity of 750g and porins
were extracted throguh the resuspension in detergent buffers.
Proteins were separated in an SDS-PAGE and three porins
were identified: OmpC (42 kDa), OmpD (39 kDa) y OmpR
(27 kDa); which are important in substance transport and
cellular adhesion. We determined the glucose consumption
rate in minimal media (M9) measuring cell growth every 2, 4
and 6 hours. Glucose concentration was assessed through a
DNS (dinitrosalicylic acid) method for the estimation of reducing
sugar and bacterial concentration was measured. Although
bacterial growth was reduced in 90% under hypergravity
conditions, glucose consumption rate increased. This study
demonstrates that biochemical demands change in arificially-
generated hypergravity, and that these models could be used
in studies involving gene expression changes and antibiotic
resistance.

KEY WORDS: Hypergravity, Salmonella, Porins, Glucose
consumption.
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Introduccion

Salmonella enterica subsp. entérica serovar Typhimurium (S.
typhimurium), es un bacilo Gram negativo perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Es la principal responsable de la
gastroenteritis humana, ademds es usada como modelo en
ratones para estudios relacionados a la fiebre fifoidea (Ryan y
Ray, 2004).

Al ser una bacteria Gram negativo, S. fyphimurium posee dos
membranas celulares, una membrana interna y ofra externa.
Esta Gltima contiene porinas dentro de su estructura, las cuales
son proteinas integrales que funcionan como canales acuosos
que permiten la difusién pasiva de solutos al periplasma. Es a
través de estas porinas que ingresan a la célula azGcares y ofros
nutrientes, asf como algunas sustancias dafinas para la bacteria,
como los antibidticos. La caracterizacién de las porinas de
bacterias Gram negativo ha sido de gran utilidad para comprender
varios aspectos de la fisiologia bacteriana, al mismo tiempo que
brinda una mejor comprensién de cémo las bacterias responden
a variables de su entorno que influyen en su crecimiento y
proliferacién como la temperatura, pH, luz, salinidad (Calderdn,
2008) y en el caso de la presente investigacion, la gravedad.
Calderén, (2008) también evidencié que la expresion de algunas
porinas esfd correlacionada negativamente al estrés por factores
externos. Asi mismo, Saavedra (2008), demostré que algunas
porinas como las OmpW, OmpD y Ompl contribuyen a
homeostasis del periplasma y a la supervivencia de S. typhi en
su hospedero.

Conrad y colaboradores (2011) determinaron que la curva de
crecimiento de Escherichia coli y Bacillus subtilis disminuye a 38
gravedades relativas y que ambas bacterias aumentaron su
consumo de glucosa durante todo el crecimiento, lo cual
atribuyeron a la presién hidrostdtica en el medio. Asi mismo,
estudios mds recientes han demostrado que la tasa de
reproduccién de las bacterias responde negativamente al aumento
en la gravedad (Villalobos et al, 2017). Por ofra parte, Deguchi
et al. (2011), también observaron el decrecimiento en la tasa
de reproduccién de seis bacterias diferentes. Algunas bacterias
mostraron mds susceptibilidad a la hipergravedad que ofras,
siendo Paracoccus denitrificans la més resistente o esta. Los
autores determinaron que E. coli deja de reproducirse en
403,627g. Cabe mencionar que no hay datos acerca de cémo
se comporta S. typhimurium bajo estas condiciones.

En un estudio previo se disefié un prototipo de simulacién
gravitacional que permite comparar el crecimiento bacteriano
en condiciones de hipergravedad. El objetivo de la presente
investigacién es evaluar la fisiologia en estas condiciones por
medio del cambio en la produccién de proteinas y el consumo
de glucosa de S. typhimurium.
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Metodologia
Prototipo de simulacion gravitacional

Se utilizé el prototipo de simulacién gravitacional desarrollado
previamente por Villalobos et al. (2017). Este cuenta con un
motor de 3200 rpm, cuyo eje estd fijado a un disco de madera
de 34 cm de didmetro con aberturas para tubos cénicos de
15ml, ubicadas a 10y 13 cm con respecto al eje a un dngulo
de 45°. Se utiliz6 un regulador de voltaje para disminuir las
revoluciones del motor y controlar las gravedades relativas.

Manejo y almacenamiento bacterias

Se utiliz6 la cepa ATCC14028 de Salmonella enterica subsp.
entérica serovar fyphimurium. La bacteria fue almacenada en
cepario y se resembré semanalmente para mantener la cepa
activa. Se utilizé agar tripticasa de soya Merck #105458 para
los cultivos utilizados para la extraccién de proteinas, mientras
que para la cuantificacién de glucosa se utilizé medio minimo.

Caracterizacion de porinas

* (recimiento en hipergravedad. Se transfirieron 3mL de un cultivo
crecido durante 16 horas en 8 tubos cénicos de pldstico VWR
de 15 ml. Se instalaron 4 tubos en el prototipo de simulacién
gravitacional y se crecieron a 750g durante 8 horas, mientras
que los ofros 4 se crecieron en gravedad estdndar.

« Extraccidn de porinas. Se realizé el procedimiento de Arockiasamy
y Krishnaswamy (2000) con algunas modificaciones. Las muestras
se centrifugaron a 2,000g durante 15 minutos y el grdnulo se
resuspendi6 en 200Ul de Buffer PBS pH 7.4 - Tween 20 2% (v/v)
y se incubaron con agitacién a temperatura ambiente durante
5 minutos. Luego se centrifugd a 10,000g durante 10 minutos
a 8°C. El granulo conteniendo membrana se resuspendi6 en
500uL de Buffer | (50 mM Tris-HCI, pH 7.7, 10 mM MgCl2, y
SDS 2% p/v) y se incubé durante 62 horas a 37°C. Luego se
centrifugé a 11,000g durante 1 hora a 15°C. El grénulo se
resuspendié en 500ul de Buffer Il (50 mMTris-HCI, 10 mM
MgClI2, 5 mM EDTA, 1% SDS, y 0.05% 8-ME v/v) y se incubé
por 2 horas a 37°C. Después se centrifugé a 11,000g durante
1 hora a 15°C, se resuspendié en 200ul de Buffer Ill (50mM
Tris-HCl, 5mM EDTA, 0.2% SDS, 0.4M NaCl y 0.05% B-ME) y
se incubd por 2 horas a 37°C. Se centrifugé a 11,000g durante
40 minutos a 15°C y se recolecté el sobrenadante conteniendo
porinas en un tubo. Se repitié el procedimiento con Buffer Il
utilizando 150uL, el sobrenadante se recolectd junto con el
extracto de porinas y se almacend en refrigeracién. El contenido
de proteina se cuantificé por medio del ensayo de Bradford.

* SDS-PAGE y caracterizacion de profeinas. Se analizaron las proteinas
a través de la separacion en un gel de poliacrilamida (PA), que
estaba compuesto por un gel empaguetador (5% PA (p/v), ph



6.8) y un gel separador (12% PA, ph 8.8). Se prepararon las
muestras con 15ul de buffer Laemmli y 15ul del extracto sin
diluir. Se corrié el gel a 90V durante 2 horas, luego se tiié
durante 30 minutos con solucién de Coomassie (dcido acético
10% (v/v), metanol 40% (v/v) y azul de Coomassiee R-250 0.1%)
y se destifié durante una noche en una solucién de dcido acético
(10%) y metanol (40%). Se utilizé el programa Gel Analyzer para
determinar el peso de las proteinas extraidas con base en un
estdndar de 15-250 kDa BIO-RAD #1610393. Se utilizé la
base de datos de UniProt Knowledgebase (UniProtKB)
http://www.uniprot.org/uniprot/ para identificar las porinas segin
SU peso.

Medicion del consumo de glucosa

* (ultivo de bacterias en medio minimo. Se transfirié un cultivo de S.
typhimurium a caldo minimo M9 con glucosa como Unica fuente
de carbono. Para esto se centrifugd 5 ml de bacteria del cultivo
inicial por 10 minutos y se descarté el sobrenadante. Se anadié
5 ml de medio minimo y se resuspendié la bacteria. Esta se
incubé durante 16 horas a 30°C.

» (recimiento en hipergravedad. Se estandarizaron los cultivos iniciales
a una absorbancia (ODy,,) de 0.057. Se transfirieron 3 ml a 8
tubos cénicos de pléstico VWR de 15 ml. Se instalaron 4 tubos
en el prototipo de simulacién gravitacional y se crecieron a
750g. Los ofros 4 tubos se crecieron a temperatura ambiente
para realizar las mediciones en gravedad esténdar. Se realizé
este procedimiento 3 veces con periodos de crecimiento de 2,
4,y 6 horas.

109 kDa

* Medicion de la concentracién de bacterias y glucosa en el medio. Al
finalizar el periodo de crecimiento de las bacterias se recolecté
600 L de cada tubo y se midié la absorbancia a 600 nm en
un espectrofotémetro Unisco SQ-2800. El resto del contenido
se centrifugé para separar las bacterias del medio y se colecté
el sobrenadante. Se deferminé la concentracién de glucosa en
el medio con el método DNS (4cido dinitrosalicilico) para la
estimacién de azlcares reductores segin el protocolo de Miller
(1959). Se midié la absorbancia a 540 nm.

* Andlisis del crecimiento bacteriano y consumo de glucosa. Se consfruyeron
gréficas semi-log de curvas de crecimiento usando el software
Microsoft Excel y se calculé la constante de crecimiento y tiempo
de duplicacion en base a la férmula de crecimiento especifico
de bacterias (Widdel, 2007). Para el consumo de glucosa, se
calculé la cantidad de glucosa consumida al restar la cantidad
de glucosa en el medio de la concentracién inicial. En forma
grafica se determiné que se ajustaba a una regresién exponencial
y se obtuvo la tasa de cambio a partir de la pendiente de la
recta al aplicarle una conversién semi-log.

Resultados

* SDS-PAGE y caracterizacidn de proteinas. Se realizé una electroforesis
en gel de poliacrilamida para separar las proteinas. En la figura
1 cada banda vertical representa una proteina, las dos bandas
de la izquierda corresponden a muestras crecidas en
hipergravedad (HG) y las dos de la derecha (G) a las muestras
crecidas en gravedad esténdar.

Figura 1. Electroforesis de profeinas de cultivos crecidos en gravedad estdndar (6) e hipergravedad (HG).
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Cuadro 1. Resultados del consumo de glucosa y el crecimiento de S. fyphimurium en gravedad normal e hipergravedad en medio minimo M9.

Gravedad Tasa de cambio del Constante de crecimiento Tiempo de duplicacién
consumo de glucosa (h-1) K (h-1) g (h)

Normal 0.1570 0.0781 12.8096

Hipergravedad 0.2253 0.0157 63.5780

« Andlisis del crecimienfo bacteriano y consumo de glucosa. La tasa de
cambio del consumo de glucosa indica la velocidad del aumento
en el consumo de glucosa a medida que la cantidad de bacterias
aumentaba. Se encontré que la tasa en hipergravedad era mayor
aunque el crecimiento de la bacteria se redujo en un 90.48%.

En la figura 2 se muestra la curva de crecimiento de S. fyphimurium
en gravedad esténdar y en hipergravedad (750g). A las 6 horas
llegé al inicio de la fase exponencial y no alcanzé el punto de
inflexién, mientras que la bacteria crecida en hipergravedad
Unicamente salié de la fase de adaptacion al medio.

En la figura 3 se observa cémo varié la cantidad de glucosa en
el medio de cultivo con respecto al tiempo. El consumo de
glucosa aumenté en un 20.7% en los cultivos que crecieron en
hipergravedad después de 6 horas.

Con un coeficiente de correlacion de 0.9115 se puede afirmar
que los datos mostrados en la figura 4 corresponden a un modelo
exponencial cuadrdtico. Esto se explica ya que el consumo de
glucosa deberia ser directamente proporcional al crecimiento
exponencial de la bacteria.

Con un coeficiente de correlacion de 0.8722 se puede decir
que los datos mostrados en la figura 5 corresponden a un modelo
exponencial cuadrdtico, aunque en este caso en menor medida
que los datos obtenidos en hipergravedad.

Discusion

* (onsumo de glucosa. Uno de los objetivos de este estudio era
determinar el consumo de glucosa de S. typhimurium en
condiciones de hipergravedad. Se encontré que la concentracién
de glucosa era menor en el medio de las bacterias crecidas en
hipergravedad que en las que crecieron en gravedad normal,
indicando que la tasa de consumo de la glucosa en esas
condiciones era mayor. También se encontré que el crecimiento
se redujo en un 90.48 %, obteniendo menos de la mitad de
bacterias después de 6 horas. Esto se puede deber a que, al
encontrarse bajo estrés por factores como el aumento de la
presion hidrostdtica, estas requieren una mayor demanda
energética para poder sobrevivir y reproducirse. Esta diferencia
podria ser una de las causas de la reduccién del crecimiento de
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Figura 2. Curvas de crecimiento de S. fyphimurium en condiciones de gravedad normal
e hipergravedad en medio minimo M9.
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Figura 3. Concentracin de glucosa presente en el medio con respecto al fiempo en condiciones
de gravedad normal e hipergravedad.
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Figura 5. Regresién exponencial de la glucosa consumida por S. fyphimurium en gravedad normal
con respecto al tiempo.

las bacterias en hipergravedad. Al aumentar el consumo de
glucosa por bacteria, se disminuye la cantidad de bacterias
necesarias para que el cultivo llegue a la fase estacionaria.

La cantidad de bacterias en el medio es variable durante el
periodo de crecimiento. Por esto fue necesario calcular una tasa
de cambio del consumo de glucosa para poder obtener un dato
cuantitativo que fuera representativo. Por medios gréficos de la
glucosa consumida se determiné que los datos se ajustaban a
una regresién exponencial (ver figuras 3 y 4). Esto tiene sentido
ya que el consumo de glucosa es proporcional con la cantidad
de bacterias que se encuentran en el medio. La variacién en los
datos que no es atribuida al azar pudo haber sido causada
porque las diferencias en la cantidad de glucosa entre el tiempo
inicial y las 6 horas eran muy pequefias, especialmente para el
tratamiento en la gravedad normal.

* Produccién de proteinas. Se extrajo una mayor cantidad de proteina
de las muestras de los cultivos crecidos en gravedad esténdar
(106.72 = 2.08 ug/ml) que en los de hipergravedad (78.94
+ 6.85 ug/ml). Sin embargo, esta diferencia en la concentracién
se debi6 a la menor cantidad de bacterias por la reduccién en
la tasa de crecimiento en hipergravedad. Esto se observé como
una menor intensidad en el patrén de bandas al observar las
proteinas en una electroforesis (figura 1).

Debido a que se utilizé la misma cantidad de proteina a diferente
concentracién en la electroforesis no es posible determinar
cambios en la expresién de proteinas en condiciones de
hipergravedad por la infensidad de las bandas del gel. Se
recomienda diluir las muestras en gravedad estdndar a la misma
concentracion que las de hipergravedad para atribuir las
diferencias en el patron de las bandas a cambios en la expresién
de la proteina. Sin embargo, esto no fue posible debido a la
baja cantidad de proteina extraida del cultivo crecido en
hipergravedad.

Se extrajeron proteinas en el rango entre 25 y 150 kDa, sin
embargo solo fue posible identificar tres: OmpC (42 kDa),

OmpD (39 kDa) y OmpR (27 kDa). Cuya extraccién para S.
typhimurium ha sido reportada previamente por Chooneea et
al. (2010), Verdugo-Rodriguez et al. (1993) y Arockiasamy y
Krishnaswamy (2000). La proteina OmpC estd involucrada en
el transporte de iones adentro y afuera de la célula, mientras
que la OmpR es requerida para la expresién de las porinas

OmpD y OmpF (UniProt, 2014).

En el primer paso de la extraccion se sedimenté la fraccion de
membrana después de la primera centrifugacién. Sin embargo,
debido a que no se llevé a cabo la separacién de las membranas
interna y externa es posible haber extraido proteinas citosélicas
asociadas a la membrana interna. Esto pudo haber afectado
en la cantidad de proteina extraida ya que se ha reportado que
al realizar una separacién de las proteinas citosélicas también
se mejora el rendimiento de la extraccién de proteinas de
membrana externa (Chooneea et al. 2010)

Debido a que no se realizaron pasos adicionales para la
purificacién del extracto, algunos componentes de la membrana
pudieron haber quedado asociados a las porinas. La
contaminacién con lipopolisacaridos afecta el desplazamiento
de las proteinas durante una electroforesis (Arockiasamy y
Krishnaswamy, 2000). También es posible la contaminacién por
fragmentos de peptidoglucano asociados a las porinas, lo que
puede dificultar su identificacién debido a que muchas porinas
tienen pesos similares que varian por 1 kDa (Nurminen, 1978).

Las proteinas extraidas de los cultivos crecidos en hipergravedad
muestran un desplazamiento mayor en el gel en relacién a las
proteinas de los de gravedad estdndar. Debido a que todas las
proteinas muestran un corrimiento inusual es posible que en las
muestras de hipergravedad se haya llevado a cabo una menor
extraccién de impurezas, por lo que se recomienda llevar a cabo
procedimientos adicionales de purificacién para asegurar la
integridad del extracto de proteinas.

El cambio en las funciones fisiolégicas en funcién de la gravedad
ha sido poco estudiado. Esta investigacion puede servir como
base para estudios que aborden ofros aspectos del metabolismo
celular en hipergravedad, con aplicaciones como la produccién
de antibidticos en microorganismos y el cambio en la expresion
génica.

Conclusiones

El crecimiento de S. typhimurium en medio minimo M9 se redujo
en un 90.48% al crecer en hipergravedad, aumentando el tiempo
de duplicacién.

En base a la tasa de cambio en el consumo de glucosa y la
concentracién de bacteria se determiné que las bacterias
consumen una mayor cantidad de glucosa en condiciones de
hipergravedad.
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Se identificaron las proteinas OmpC, OmpD y OmpR en cultivos
de S. typhimurium crecidos en gravedad estdndar e hipergravedad;
no fue posible determinar cambios en la expresion de las mismas.
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