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Resumen

El crecimiento constante de la poblacion mundial ha provocado un incremento en la
demanda de alimentos en fresco, que se pierden por contaminacién con hongos,
entre otras causas, mientras que los recubrimientos activos pueden extender la vida
util de dichos alimentos. La quercetina presenta un potente efecto bacteriostatico y
antifungico, asociado a su influencia sobre la mitocondria. El objetivo de este trabajo
fue elucidar el mecanismo molecular de citotoxicidad de la quercetina, para
potenciar y dirigir su efecto antifungico en un recubrimiento comestible para
alimentos en fresco. Se estudié el mecanismo de accion de la quercetina en el
modelo de estudio Saccharomyces cerevisiae, evaluando la viabilidad celular,
respiracion mitocondrial, potencial de membrana, relacién ADP/ATP y generacion
de especies reactivas de oxigeno. Finalmente, se formul6 un recubrimiento a base
de quitosano y almidén oxidado adicionado con quercetina y se evalud su efecto
antifungico frente Colletotricum gloeosporioides. La quercetina redujo el crecimiento
de S. cerevisiae, donde el factor de cambio del crecimiento especifico por la
quercetina suplementada y la concentracion de glucosa tuvieron una correlacion
positiva (0.1 pM quercetina, r= 0.907; 10 uM quercetina, r= 0.927). La
suplementacién de quercetina redujo la actividad del complejo IV en 66.98 % (0.1
MM de quercetina) y 79.97 % (100 uM de quercetina), relativo al control. Ademas, el
potencial de membrana mitocondrial disminuyd (cociente de fluorescencia
roja/verde) de 3.5810.56 (control) a 1.90+£0.60 y 1.44+0.23 con la suplementacién
de 0.1 uM y 100 pyM de quercetina, respectivamente. También ocasiond la
acumulacion de anion superoxido (unidades de fluorescencia relativas) de
1.04+0.66 (control) a 4.56+1.74 (0.1 uM de quercetina) y 7.97£0.72 (100 uM de
quercetina). Se concluye que la suplementacion de quercetina disminuyé el
crecimiento celular, reduciendo la respiracion mitocondrial, la actividad de los
complejos Il y Ill, la generacion de ATP y aumentando la generacion de anion
superoéxido; sugiriendo como sitio de accion a la fosa de ubiquinonas y/o citocromo
c. El recubrimiento comestible [quitosano 1%, almidon oxidado 4%] suplementado
con quercetina (40-200 uM), no presentdé un efecto antifungico contra C.
gloeosporioides, sugiriendo un mecanismo de resistencia.

Palabras clave: Quercetina, S. cerevisiae, potencial de membrana, respiraciéon
mitocondrial, recubrimientos activos
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1. INTRODUCCION

La poblacion mundial ha presentado un crecimiento constante a lo largo de los afos,
ocasionando un incremento en la demanda de alimentos destinados al consumo
humano, generando la necesidad de aumentar la produccion mundial de alimentos
de manera significativa. Sin embargo, las estrategias no deben estar dirigidas solo
en acrecentar la produccion, teniendo en cuenta que se deben abordar
problematicas como el desperdicio y deterioro de los alimentos en fresco. Entre los
principales productos afectados durante la cadena de produccion (destacando post-
cosecha) se encuentran las frutas y hortalizas, las cuales, son dafiadas de manera
significativa por hongos fitopatégenos, que promueven el deterioro y disminuyen la

vida util de estos alimentos.

Existe una amplia variedad de hongos fitopatégenos que afectan a los alimentos,
entre los que podemos encontrar a los géneros de Colletotrichum, relacionados con
pérdidas significativas en frutas y hortalizas en fresco. Una de las principales
herramientas para el control de fitopatégenos es el uso de fungicidas quimicos. Sin
embargo, su alta demanda ha generado un uso excesivo causando una serie de
problematicas como afectaciones a la salud y medio ambiente. Ademas, se ha
descrito que algunos hongos tienden a generar resistencia a dichos fungicidas, por
el uso excesivo. Una alternativa viable es dirigir las investigaciones a tecnologias
amigables con el ambiente, no téxicas y que permitan de manera eficiente disminuir

la pérdida de alimentos en fresco.

Por lo tanto, en los ultimos afos, se han desarrollado una serie de tecnologias
enfocadas a la conservacion de alimentos en fresco, entre las que destacan los
recubrimientos comestibles. Se ha reportado que su aplicacién extiende la vida util
de los alimentos en fresco, no son toxicos, no afectan al ambiente y presentan una

alta compatibilidad con otros compuestos, permitiendo que sus formulaciones



integren componentes activos (p. ej. componentes con propiedades antifungicas y/o
antioxidantes). Las formulaciones de los recubrimientos son variadas; entre sus
principales componentes encontramos al quitosano y el almidon oxidado que, por
sus caracteristicas permiten la formacién de recubrimientos con propiedades
mecanicas deseables. Ademas, presentan la versatilidad de ser compatibles con
diversos componentes, favoreciendo la integracién de compuestos activos con
propiedades de interés (efecto antimicrobiano o antioxidante) como la quercetina,

favoreciendo su aplicacion en alimentos en fresco.

La quercetina es un flavonol con propiedades antimicrobianas, antioxidantes,
anticancerigenas y neuroprotectoras; diversas evidencias sugieren que su principal
blanco molecular es la mitocondria. Por lo tanto, es necesario comprender aspectos
moleculares especificos del mecanismo molecular de la quercetina, para su
potencial adicidon en la formulacion de recubrimientos como compuesto antifungico
en alimentos en fresco. Cabe destacar que una variedad de fungicidas centra su
mecanismo de accion en la mitocondria, sugiriendo que compuestos naturales como
la quercetina con efecto citotdxico relacionado con la mitocondria podrian ser una

opcion viable en el control de estos fitopatdgenos en alimentos en fresco.

La quercetina es descrita como uno de los polifenoles mas abundantes en la dieta,
debido a que se encuentra en una amplia variedad de alimentos como eneldo,
manzana, cebolla. Este flavonol ha sido ampliamente estudiado en los ultimos afios,
debido a sus efectos benéficos sobre la salud eclipsando una parte fundamental, su
origen (Zhang et al., 2017; Batiha et al., 2020). La quercetina es sintetizada por una
amplia variedad de plantas como mecanismo de defensa en respuesta al estrés,
presentando propiedades antimicrobianas entre las que destaca su capacidad
antifungica (Sato & Mukai, 2020).

Con base en estas evidencias el objetivo del presente trabajo consistié en elucidar

aspectos moleculares especificos del mecanismo de accion de la quercetina sobre



la mitocondria, asi como sus concentraciones fungicidas, para poder potenciar y
dirigir su efecto contra fitopatégenos en materiales de recubrimiento comestible para
alimentos en fresco. Se formulé ademas un recubrimiento a base de quitosano y
almidén oxidado adicionado con quercetina como compuesto antifungico, que
permite el control de fitopatdgenos caracteristicos de los alimentos en fresco (como
frutas y hortalizas). Con la finalidad de una futura aplicacién en alimentos que
permita mantener su calidad y extender su vida util, para reducir las pérdidas y

desperdicios.



2. ANTECEDENTES

2.1 Incremento de la poblacion mundial ¢Incrementar la produccion de

alimentos o disminuir las pérdidas?

El constante crecimiento de la poblacién mundial genera una serie de retos para la
industria alimentaria, destacando la sustentabilidad alimentaria. Se pronostica que
para el ano 2050 la poblacion aumente a 9.7 miles de millones aproximadamente
(Nations, 2011). Lo cual, se reflejaria en un incremento en la demanda mundial de
alimentos destinados al consumo humano, pronosticando que la produccion de
alimentos debera incrementarse entre un 70% y un 119% para satisfacer las
necesidades de la poblacion (Berners-Lee et al., 2018; Davies et al., 2021). Sin
embargo, los esfuerzos no deben centrarse solo en estrategias que permitan
incrementar la produccion mundial de alimentos, dejando de lados problematicas
actuales que permitirian aprovechar al maximo la produccién disponible, como la

disminucion de la pérdida y desperdicio de alimentos.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO,
por sus siglas en inglés) ha reportado que una tercera parte de los alimentos
producidos (1.3 mil millones de toneladas aproximadamente) para el consumo
humano se pierden o desperdician cada afio durante la cadena de suministro
(Vilarino et al., 2017). Se estima que las pérdidas y desperdicios de alimentos se
distribuyen de la siguiente manera: un 22% de los cereales son desperdiciados, un
24% de los productos del mar, un 33% de las raices y tubérculos y un 39% de las
frutas y hortalizas. Cabe destacar que la disminucién en el desperdicio y la pérdida
de alimentos se considera como un factor clave para mantener la seguridad
alimentaria. Por lo anterior, se ha sugerido que si se redujera la pérdida y
desperdicio de alimentos a la mitad se podria alimentar a mil millones de personas
(Kummu et al., 2012).



La merma de frutas y hortalizas en fresco que se presenta en paises en desarrollo
exhibe un aspecto clave a abordar. Se estima que en estos paises durante el
procesamiento de los alimentos se pierde entre el 14 y 20% de frutas y hortalizas,
en comparacion con los paises desarrollados que reportan pérdidas menores del
2% (FAO, 2011). Estos datos evidencian la necesidad de mejorar las tecnologias
destinadas para mantener la integridad de alimentos durante su procesamiento en
paises en desarrollo, con la finalidad de conservar la calidad de los alimentos y de

esta manera reducir las pérdidas y desperdicios.

2.2 Hongos deterioradores de frutas y hortalizas en fresco

La calidad de los productos hortofruticolas esta relacionada con sus atributos como
la apariencia, textura, sabor, aspectos nutrimentales y de seguridad. Por la parte
nutricional, estos productos son una buena fuente de vitaminas, minerales y fibra
dietética, destacando que su consumo en fresco satisface las necesidades de la
poblacién. Sin embargo, estos alimentos en fresco se deterioran rapidamente

perdiendo su calidad y vida util (Nunes, 2012; Mahajan et al., 2017).

Los hongos fitopatogenos son considerados como una de las principales
problematicas que afectan la integridad de los cultivos destinados para el consumo
humano, con pérdidas del 20% en su rendimiento y un 10% adicional posterior a la
cosecha (Fisher, et al., 2018). Ademas, se ha descrito que los hongos fitopatégenos
afectan la calidad de frutas y hortalizas; principalmente en las etapas de pos-
cosecha, distribucion y consumo, generando pérdidas del 25% en paises
desarrollados y de hasta un 50% en paises en desarrollo (Nunes, 2012; Aguirre-
Guitrén et al., 2019). Entre los principales hongos que afectan frutas y hortalizas,
tanto previo como posterior a la cosecha, se encuentran varias especies que
pertenecen a los géneros Colletotrichum (Tabla 1) (Nunes, 2012; Mendoza et al.,
2013; Sudheeran et al., 2021).



2.2.2 Colletotrichum gloeosporioides

En el género Colletotrichum se encuentra C. gloeosporioides que ha sido reportado
como uno de los principales patégenos a nivel mundial, clasificado como el octavo
hongo fitopatogeno a nivel mundial. Se ha sugerido que tiene la capacidad de
infectar a mas de mil especies de plantas, y se ha descrito como unos los principales
patdogenos que causan la antracnosis (pudricion de la fruta) (Phoulivong et al., 2010;
Khodadadi et al., 2020).

Tabla 1. Caracteristicas y alimentos que afecta Colletotrichum gloeosporioides.

Caracteristicas Frutos y

Hongo L . e v s hortalizas que Referencias
Morfologicas Fisiologicas afectan

an|d|os hialinos: ovoides Temperatura Papaya, mango, Khodadadi et

C. ligeramente curvados, " .
. . oOptima entre 21 a aguacate, pitaya, al., 2020
gloeosporioides rosa o salmén. R
. 28 °C. manzana.
Acérvulos cerosos.

2.3 Fungicidas en el control de hongos fitopatégenos

Los hongos fitopatégenos son uno de los principales factores que influyen sobre las
pérdidas de alimentos en fresco, incluyendo a las frutas y hortalizas. Las
enfermedades causadas por hongos son una problematica que se ha presentado
desde hace afos, afectando la seguridad alimentaria y causando pérdidas
economicas significativas (Fisher et al., 2013; Peng et al., 2021). Por lo cual, su
control ha sido clave para mantener la seguridad alimentaria y reducir las
afectaciones econdmicas; siendo los fungicidas quimicos la principal herramienta
en el control y tratamiento de las enfermedades causadas por estos fitopatoégenos.
Los fungicidas presentan diversos mecanismos de accion, destacando los que

causan una disfuncion mitocondrial (Davies et al., 2021).



2.4 La mitocondria como blanco molecular de los fungicidas

La mitocondria es la principal fuente de energia (mediante la sintesis de adenosin
trifosfato, ATP) de una amplia variedad de microorganismos, y los hongos no son la
excepcion. Por lo cual, la mitocondria es considerada como un blanco potencial de
los compuestos antifungicos, teniendo como objetivo generar una disfuncion
mitocondrial que posteriormente induzca la muerte celular (Yonghua Li et al., 2017).
La disfuncién mitocondrial es descrita como cualquier anomalia o alteracién en las
funciones mitocondriales, como la generacion de ATP por la fosforilacion oxidativa,
la respiracion mitocondrial, el potencial de membrana, la generacion y
desintoxicacién de especies reactivas de oxigeno, entre otras (Brand & Nicholls,
2011). Por lo tanto, los fungicidas dirigidos a la mitocondria presentan diversos
blancos moleculares especificos como los complejos (I, Il y Ill) de la cadena
transportadora de electrones; otros son descritos como desacopladores e
inhibidores de la fosforilacién oxidativa y/o de la ATPasa (Tabla 2) ( Lushchak et al.,
2018; Peng et al., 2020; FRAC, 2021; Silva et al., 2023).

Tabla 2. Blancos moleculares mitocondriales de grupos de fungicidas y estimacion del riesgo de
adquirir resistencia por parte de los hongos (adaptada de FRAC, 2021).

Blanco molecular Nombre del grupo Resistencia*
Pirimidin aminas
Complejo | Pirazol-MET1 Resistencia desconocida
Quinazolina

Resistencia reportada en varias

. Inhibidores de succinato deshidrogenasa especies de hongos.
Complejo Il - Ly . . . .
(SDHI, por sus siglas en inglés) Requiere manejo de resistencia.
*Riesgo medio a alto
Fungicidas Qol (inhibidor externo de quinonas) ReS|stenC|a. reportada en varias
especies de hongos.
Complejo 11l Riesgo alto

Resistencia desconocida

Fungicidas Qol (inhibidor externo de quinonas) *Riesgo alto




*Riesgo de resistencia
desconocido pero

Fungicidas Qil (inhibidor interno de quinonas) se sugiere de medio a alto.
Manejo de la resistencia
requerido.
Inhibidores de la Se han reportado casos de
fosforilacion oxidativa Compuestos organoestannicos resistencia.
(ATPasa) *Riesgo medio a bajo.

Transporte de ATP ) . Resistencia reportada.
Tiofeno-carboxamidas g .
(propuesto) Riesgo bajo.
*El riesgo hace referencia a la probabilidad de que el hongo adquiera resistencia al grupo de fungicidas.

A pesar de que los fungicidas han sido una alternativa eficiente en la prevencién y
control de enfermedades causadas por los hongos fitopatégenos en alimentos, su
uso excesivo ha generado nuevas problematicas como la generacion de resistencia
en algunos hongos. Ademas, se ha descrito que los residuos quimicos de los
fungicidas estan relacionados con problemas a la salud y al ambiente (Davies et al.,
2021). Esto genera la necesidad de implementar el uso de tecnologias alternativas,
gue no generen residuos toxicos, que permitan reducir las pérdidas de los alimentos

en fresco, entre las que destacan los recubrimientos comestibles.

2.5 Recubrimientos comestibles para alimentos en fresco

En las ultimas décadas han surgido tecnologias potenciales que permiten prolongar
la vida util y calidad de los alimentos en fresco posterior a la cosecha, como los
recubrimientos comestibles. Se le denomina recubrimiento comestible a un material
de cobertura que es aplicado a los alimentos, como barrera eficaz a la transmisién
de gases, con la finalidad de mejorar la apariencia y resolver problemas de
migracion de humedad, aroma, asi como la difusién de oxigeno y diéxido de
carbono; prolongando la vida util y calidad de los alimentos en fresco. Estos
recubrimientos, por lo general, son aplicados a los alimentos de forma directa, en
estado liquido, por inmersidn, aspersion o cepillado (Aguirre-Joya et al., 2018;
Matloob et al., 2023).



Los recubrimientos comestibles son una tecnologia que presenta una serie de
beneficios, como mitigar la pérdida de alimentos en fresco, no presentan efectos
negativos sobre la salud y el medio ambiente (Patil et al., 2023). Ademas, los
recubrimientos presentan versatilidad para incorporar una variedad de compuestos
bioactivos a sus formulaciones (con propiedades antimicrobianas o antioxidantes)
que les permiten innovar y mejorar constantemente su funcionalidad (Diaz-Montes
& Castro-Mufioz, 2021; Priya et al., 2023).

Las formulaciones de los recubrimientos son diversas; pero de manera general, su
composicion incluye (por lo general) un biopolimero que tenga la capacidad de
formar un recubrimiento como el quitosano y el almidén, y un agente plastificante
como el glicerol (Firdous et al., 2023; Patil et al., 2023). Puede incorporarse un
compuesto activo con propiedades antioxidantes, antimicrobianas o funciénales,
como la quercetina. Por lo tanto, la incorporacion de la quercetina a la formulacion
de un recubrimiento comestible es una alternativa viable para aumentar la vida util
y calidad de los alimentos en fresco (Yousuf et al., 2017; Punia Bangar et al., 2021;
Du et al., 2023).

2.5.1 Quitosano

El quitosano ha sido uno de los principales polimeros empleados en la formulacién
de recubrimientos, debido a sus propiedades. Este es un polimero natural derivado
de la desacetilacion de la quitina, compuesto por unidades de B- (1-4) -2-acetamido-
D-glucosa y B (1-4)-2-amino-D-glucosa. Se caracteriza por ser el segundo polimero
mas abundante en la naturaleza y se encuentra principalmente en los exoesqueletos
de los crustaceos, como los camarones (Escamilla-Garcia et al., 2018; Jiménez-
Gobmez & Cecilia, 2020).

El quitosano presenta una serie de propiedades bioldgicas, tales como: capacidad
antimicrobiana, es biodegradable, no es tdxico, es biocompatible y presenta

excelentes atributos para la formacion de peliculas (Jiang et al., 2023). Estas



propiedades han potencializado el empleo del quitosano en las formulaciones de
recubrimientos para diversos productos alimentarios, como frutas y hortalizas;
donde se reporta una reduccion en la respiracidn, al regular la permeabilidad de

gases como dioxido de carbono y oxigeno (Zhang et al, 2018; Armghan-Khalid et

al.,, 2022; Jiang et al.,, 2023). El quitosano se ha empleado como base de
recubrimientos alimenticios adicionados con biopolimeros (almidén), elementos
activos como compuestos fendlicos (catequina, quercetina, luteolina, acidos
siringicos, proantocianidinas), extractos (de té verde y negro, cascara de pifidn, soja
negra), con la finalidad de conferirles propiedades biolégicas (antimicrobianas,
antioxidantes) y fisicoquimica (flexibilidad, resistencia) de interés reportando
resultados favorables en la conservacion de los alimentos en fresco (Bi et al., 2019;
Wang et al., 2019; Yang et al., 2019; Zhang et al., 2020; Sutharsan et al., 2022;
Pech-Cohuo et al.,2022; Sun et al., 2024)

2.5.2 Almidoén oxidado

El almiddn es un polisacarido constituido generalmente por dos polimeros distintos
de glucosa: amilosa que es un polimero de glucosa de cadena lineal unido por
enlaces a(1-4) y amilopectina que presenta cadena ramificada con enlaces «(1-6)
(Tetlow & Bertoft, 2020). Este polisacarido se ha utilizado ampliamente en la
elaboracién de recubrimientos biodegradables, con la finalidad de sustituir
parcialmente a los plasticos, debido a que es una materia prima altamente
disponible y renovable (Perera et al., 2023). Sin embargo, las propiedades
mecanicas del almidon como elongacion, flexibilidad y traccion no son las 6ptimas.
Por lo cual, es necesario realizar modificaciones genéticas o quimicas al almidén
para mejorar sus propiedades mecanicas (Dhall, 2016). Una de las modificaciones
guimicas mas empleadas es la oxidacion de almidon, ésta consiste en la oxidacion
de los grupos hidroxilo primarios o secundarios de las unidades de glucosa con

formacion de grupos aldehidos o carboxilos. Los grupos hidroxilo blanco son los
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unidos al C-2, C-3 y C-6, para ser transformados en grupos carbonilo y/o carboxilo

por la oxidacién (Figura 1) (Lewicka et al., 2015; Compart et al., 2023).

El almidén oxidado presenta mejores propiedades mecanicas para la formacion de
peliculas, presentando mejor solubilidad y menor viscosidad en comparacion con el
almidoén nativo (Lewicka et al., 2015; Cahyana et al., 2023). El almidén oxidado se
ha empleado en conjunto con el quitosano en la formulacion de un recubrimiento
para su aplicacion en papaya, reportandose que el recubrimiento comestible
presentd un efecto positivo en la vida util de la papaya almacenada a temperatura
ambiente. La papaya sin recubrimiento alcanzé la maduracion final a los 5 dias;
mientras que, en las papayas con el recubrimiento la vida util se prolong6 hasta los
15 dias. Ademas, se observd una disminucion de la poblacién microbiana en las
papayas con el recubrimiento en comparacion con las papayas sin recubrimiento
(Escamilla-Garcia et al., 2018). Un conjugado de quercetina, quitosano y aldehido
de almidén fue empleado para la formulaciéon de un recubrimiento, los resultados
mostraron que se mantenian caracteristicas de apariencia similares en comparacion
con el control, presentando un 100% de inhibicién frente a E. coliy S. aurus (Sun et
al., 2024). De manera similar se empled quercetina, quitosano y almidén Ramon en
la formulacién de una biopelicula activa, reportado un porcentaje de inhibicion del
41% y 44% para S. aureu y S. typhimurium, respectivamente (Pech-Cohuo et
al.,2022).

Por lo anterior, representa una opcion viable la formulaciéon de un recubrimiento a
base de quitosano/almidén oxidado suplementado con un compuesto activo con
propiedades antifungicas. Destacando a la quercetina como compuesto activo,
debido a que es sintetizada por las plantas de forma natural como un mecanismo
de defensa, exhibiendo propiedades antifungicas y presenta efectos benéficos a la

salud, lo cual sugiere una implementacion segura dependiente de la concentracion.
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Oxidacion de Cg-OH

OH

OH

OH

Ruptura del enlace C,-C3 Oxidacién de C, y C5-OH

Figura 1. Oxidacién del almidon. Representacion de la oxidacion del almidon en orden de

oxidacioén de los grupos hidroxilo (Soto et al., 2014).

2.6 Consumo seguro de quercetina

La quercetina es un flavonol, miembro de la familia de los flavonoides, y es uno de
los polifenoles mas comunes en la dieta. La podemos encontrar en una gran
variedad de plantas alimenticias entre las que destacan el eneldo (Anethum
graveolens), las alcaparras (Capparis spinosa), las cebollas (Allium cepa), las
manzanas (Malus domestica), las uvas (Vitis vinifera), esparragos (Asparagus
officinalis), brécoli (Brassica oleracea var. Italica), té negro (Camellia sinensis); por
su alto contenido de quercetina (Figura 2) (Zhang et al., 2017; Sato & Mukai, 2020;
Aghababaei, et al., 2023; Rarinca et al., 2023).

Desde los afos 70 la quercetina atrajo la atencion de la industria alimentaria para
su aplicacion como aditivo en los alimentos (como colorante alimentario), aunque la
limitada informacién sobre su toxicidad impidi6é su uso en esta industria. Fue hasta
el afo 2004 donde se establecid que el uso de la quercetina en el area alimentaria

es seguro, en concentraciones de 10 a 125 mg/porcion. Con base en éstas
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condiciones se estimd, que una persona con una dieta alta en quercetina, estaria

consumiendo un maximo de 226 mg de quercetina/dia (Harwood et al., 2007).
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Figura 2. Concentracion de quercetina en productos alimenticios. Las concentraciones de
quercetina se determinaron por HPLC (adaptado de USDA, 2014).

Posteriormente, en 2010 los suplementos de quercetina fueron incorporados a la
lista de Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS, por sus siglas en Inglés)
de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en Inglés);
sugiriendo un uso seguro en alimentos y bebidas en concentraciones de hasta 500
mg/porcion (Dabeek & Ventura Marra, 2019; de Barros et al., 2022). Los amplios
beneficios de la quercetina incluyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas, cardioprotectoras, entre otras (Overman et al., 2011; Hung et al.,
2015; Sato & Mukai, 2020; Azeem et al., 2022; Qi et al., 2022; Michala & Pritsa,
2022). Por esta razon, se ha potenciado su comercializacidn como suplemento
dietético con dosis sugeridas de 1000 mg (individual) y de 1200 a 2400 mg por dia
(combinada) (Andres et al., 2017). El creciente incremento del consumo de

quercetina como suplemento, su denominacion GRAS vy el establecimiento de
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concentraciones de consumo recomendadas como seguras, sugiere que su
implementacion como compuesto antifungico en un recubrimiento para alimentos

destinados al consumo humano es viable.

2.7 La quercetina como mecanismo de defensa en plantas

La quercetina es producida por una amplia variedad de plantas como un mecanismo
de defensa ante patdgenos. Este flavonol es sintetizado en las plantas a partir de la
fenilalanina (por la via del Shikimato) utilizando la via alterna fenilpropanoide (Figura
3), fungiendo como un mecanismo de defensa en respuesta al estrés y patdégenos
(Flamini et al., 2013; Singh et al., 2021). Destacando asi que la quercetina actua
como un compuesto citotdxico para contrarrestar las infecciones ocasionadas por
una variedad de patogenos, presentando actividad antimicrobiana (Nguyen &
Bhattacharya, 2022). Especificamente, se ha descrito que la quercetina presenta
una potente capacidad antibacteriana frente a Salmonella enterica, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Micrococcus luteus, y
antifungica frente a Aspergillus niger, Candida albicans, Cryptococcus neoformans.
Sin embargo, las evidencias del efecto antifungico de la quercetina son limitadas en
comparacion con los estudios centrados en su capacidad antibacteriana (Wang et
al., 2018; Batiha et al., 2020; Nguyen & Bhattacharya, 2022). Ademas, se presentan
resultaos controversiales, por una parte se ha observado actividad antifungica frente
a hongos como Aspergillus niger, Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Trichophyton rubrum; pero de manera contraria se ha reportado que en hongos
como Clostridium neospora se observa que la quercetina no exhibe un efecto
antifangico (Al Aboody et al., 2020; Yang et al., 2020; Nguyen & Bhattacharya,
2022). Algunas evidencias, han reportado que la quercetina presenta actividad
antifungica sobre otros hongos relacionados con el deterioro de alimentos en fresco.
En experimentos in vitro se reporté una inhibicion significativa en el crecimiento de
P. expansum con la suplementacion de 0.25 mg/mL y la capacidad de inhibicion

aumento al incrementar la concentracion de quercetina a 0.5 y 1 mg/mL
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Via del Shikimato

Eritrosa 4-fosfato Fosfoenolpiruvato
l J
3-dehidro shikimato
Quercetina
r
Acido Shikimico

1 Dihidroquercetina

I
Shikimato 3-fosfato

l Dihidrokaempferol

[
5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato

l Naringenina

A
Corismato
l Naringenina chalcona
Acido prefenico I
l | 1
Fenilalanina = Acido cindmico = Acido p-cumérico = 4-coumaroil-CoA Malonil-CoA
Via fenilpropanoide

Figura 3. Via biosintética de la quercetina. Sintesis de fenilalanina por la via de Shikimato a partir
de eritrosa 4-fosfato y fosfoenolpiruvato. Posteriormente la fenilalanina funge como precursor para
la sintesis de 4-cumaroil-CoA por la via fenilpropanoide; el 4-cumaroil-CoA se conjuga con 3
moléculas de malonil-CoA para la sintesis de quercetina.

(Zhang et al., 2017). Recientemente se demostré que los mangos expuestos al sol
presentan una mayor respuesta ante patdégenos como C. gloeosporioides.
Sugiriendo que la mayor respuesta esta relacionada con una mayor concentracion
de flavonoides y antocianinas, destacando que los principales compuestos
identificados en los mangos expuestos al sol, fueron glucésidos de derivados de
quercetina y kaempferol (Kumar Sudheeran et al., 2021). Cabe destacar que se han
descrito diversos mecanismos antifungicos de la quercetina destacando la
alteracion de la membrana, inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y funciones
mitocondriales (Aboody et al., 2020; Nguyen & Bhattacharya, 2022). En C. albicans

y C. tropicalis se reporté que la suplementaciéon de quercetina inducia apoptosis
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atribuida a una disfuncion mitocondrial (produccion de ROS y despolarizacion de la
membrana) (da Silva et al., 2014; Kwun et al., 2020). Estos datos sugieren un
espectro significativo de la actividad antifungica de la quercetina y dicho efecto
puede estar relacionada con la mitocondria, por lo cual, es necesario profundizar en

su mecanismo molecular de accion.

2.8 Correlacion entre la estructura de la quercetina y su influencia sobre la

fosforilacion oxidativa

La quercetina es una molécula compuesta por tres anillos aromaticos (A, By C)y
cinco grupos hidroxilo (Figura 4); esta molécula presenta una baja solubilidad (0.06
mg/mL) en agua, exhibiendo una naturaleza hidrofébica (Cook & Samman, 1996;
Materska, 2008; Ozgen et al., 2016).

Cabe destacar que la estructura quimica de la quercetina es una parte fundamental
para la comprension de su mecanismo de accidon. Por lo cual se sugiere que la
hidrofobicidad de este polifenol podria favorecer la interaccion entre la quercetina y
las membranas celulares modificando su permeabilidad (Kreczmer et al., 2021; Dini
& Grumetto, 2022). La influencia de la quercetina sobre la membrana puede estar
relacionada con la interaccion que se presenta entre los grupos hidroxilo de la
quercetina y la cabeza polar de los lipidos que componen las membranas celulares;
en consecuencia, la membrana celular podria presentar alteraciones que afecten su
fluidez (Pawlikowska-Pawlega et al., 2007; Sanver et al., 2020; Meleleo et al., 2023).
Ademas, se han descrito modificaciones intracelulares relacionadas con la actividad
de la quercetina, como la fluidez de la membrana mitocondrial, lo cual podria estar
relacionado con la internalizacion de la quercetina hacia la mitocondria (Veiko et al.,
2020; Gayibov et al., 2021).
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Figura 4. Estructura quimica de la quercetina (Zheng & Chow, 2009).

Una vez que la quercetina es internalizada en la mitocondria, se sugiere que el
secuestro de electrones podria estar relacionado con la capacidad que presentan
algunos polifenoles de recibir electrones. Se ha descrito que el resveratrol compite
con el oxigeno por electrones que son filtrados por el complejo Ill de la cadena
transportadora de electrones (Pshenichnyuk & Komolov, 2015; Olivares-Marin et al.,
2019), o podria estar relacionado con la formacién de semiquinonas. La actividad
antioxidante de la quercetina se asocia a su oxidacion, pero también se ha descrito
que puede auto-oxidarse generando radicales libres como las semiquinonas, que
presentan propiedades toxicas (Figura 5). Existe controversia acerca de la
citotoxicidad de las semiquinonas, pero la evidencia ha establecido que estas
facilitan el transporte de electrones durante la fotosintesis y respiracion celular, por
lo cual, se ha sugerido que podrian estar relacionada con el secuestro de electrones,
debido a sus radicales libres ocasionando un transporte deficiente de electrones e
inhibiendo la fosforilacidon oxidativa (Fuentes et al., 2017; Chakarawet et al., 2020;
Singh et al., 2021). De esta manera, la suplementacién con quercetina puede estar
fungiendo como un agente citotéxico causando la inhibicién de la fosforilacion
oxidativa (Bayliak et al., 2016; Qiu et al., 2018).
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Figura 5. Oxidacién de la quercetina y formacion de radicales libres de semiquinonas (Zhou &
Sadik, 2008).

2.9 Efecto de la quercetina sobre la fosforilacion oxidativa

La hipdtesis de que la fosforilacion oxidativa podria ser el blanco principal de la
quercetina (Hawley et al., 2010), sugiere que el mecanismo de acciéon de la
quercetina podria estar dado por una disfuncién mitocondrial. Esto se puede atribuir
a la inhibicién de la fosforilacion oxidativa, debido al secuestro o inhibicion del flujo
de electrones en la cadena transportadora de electrones (CTE) (Figura 6).
Fortaleciendo esta idea se ha reportado que empleando mitocondrias aisladas de
corteza renal de ratas, se observé que la suplementacion con quercetina (50 uM)
aumentd el consumo de oxigeno, inhibid la fosforilacion oxidativa y disminuyé el
potencial de membrana mitocondrial (Ortega y Garcia, 2009). Asimismo, se observo
gue en mitocondrias aisladas de células del higado de ratas la suplementacion con
quercetina (20 y 60 pg/mg de proteina) inhibio el transporte de electrones a traves
de la CTE; especificamente a partir de la succinato deshidrogenasa (complejo 1)
(Yusupova et al., 2019). Mientras que en larvas de pez cebra (Danio rerio), la
suplementacion con quercetina (1 y 10 ug/L) disminuyé el consumo de oxigeno
(Zhang et al., 2017). Por su parte empleando las cepas MRSA (por sus siglas del
inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus y MRSE (por sus siglas del
inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus epidermidis) la suplementacion de 100
MM de quercetina inhibié un 40% (MRSA) y 80% (MRSE) la sintesis de ATP en

comparacién con el control (Ravera et al 2023). De manera similar utilizando lineas
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celulares de glioblastoma humano (A172 y LBC3) la suplementacion con quercetina
(50, 100, 150, 200 y 400 uM/L) causo una reduccion en la sintesis de ATP
dependiente de la dosis y del tiempo (24 h y 48 h) (Kusaczuk et al., 2022). En
general, estos datos respaldan la hipétesis propuesta de que la quercetina induce
una disfuncién mitocondrial y sugieren que dicha disfuncion es causada por la
inhibicién de la fosforilacion oxidativa. Lo anterior conlleva a una serie de eventos
como: a) una limitacion en la formacién de ATP; b) un aumento en la relacion
ADP/ATP; ¢) una disminucion en la relacion NADH/NAD*y d) un incremento en la

generacion de especies reactivas de oxigeno.

Con base en las evidencias descritas, dos aspectos relevantes del efecto de la
quercetina sobre la fosforilacién oxidativa son la respiracion mitocondrial y el

potencial de membrana mitocondrial.

2.10 Relevancia de la respiracion mitocondrial y potencial de membrana

durante la suplementacion de quercetina

Siguiendo la hipétesis de que la quercetina influye sobre la fosforilacién oxidativa
mediante el secuestro de electrones o mediante la inhibicidn del flujo de electrones
a través de la CTE, se sugiere que tanto la respiracién mitocondrial como el
potencial de membrana son alterados. Esto, debido a que el secuestro de electrones
o la limitacién en la transferencia de electrones a través de los complejos, induciria
un menor bombeo de protones de la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembranal; generando una disfuncion en el potencial de membrana y alterando
el consumo de oxigeno. Ademas, la limitacion en la concentracién de protones en
el espacio intermembranal, podria desencadenar una limitada actividad de la F1Fo-
ATPasa, debido a que no estan disponibles los protones necesarios para la sintesis
de ATP. En conjunto estas alteraciones ocasionadas por la suplementacién de
quercetina sobre la mitocondria podrian estar relacionadas con su efecto

antimicrobiano (Zhang et al., 2017; Vissenaekens et al., 2021).
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A pesar de que la quercetina ha sido ampliamente estudiada aun se desconocen
aspectos moleculares especificos de su mecanismo de accion. Por lo tanto, la
comprensidn de estos aspectos moleculares permitiria optimizar la dosis adecuada
de empleo y mejorar la forma de aplicacion. Ademas, se ha reportado que un
recubrimiento a base de quitosano adicionado con quercetina presenta actividad
antimicrobiana (Souza et al., 2015). De manera similar para la formulaciéon de
peliculas multifuncionales se adicionaron nanoparticulas de quitosano y quercetina
reportando un incremento en las propiedades antimicrobianas de las peliculas
funcionales (Tavassoli et al., 2021). Sugiriendo que la formulacion de un
recubrimiento a base de quitosano y quercetina seria una opcion potencial para su

aplicacion en alimentos.

En conjunto estas evidencias sugieren que la formulacién de un recubrimiento
comestible a base de quitosano y almidon oxidado adicionado con quercetina, como
compuesto activo (con capacidad antifungica), es una alternativa potencial para

reducir las pérdidas de alimentos en fresco, como frutas y hortalizas.
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Figura 6. Hipdtesis de la influencia de la quercetina sobre la fosforilacion oxidativa. Sugerencia de
mecanismo de accion molecular de la quercetina sobre la fosforilacién oxidativa. Descripcion en el
texto, las flechas punteadas indican sugerencia.
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3. HIPOTESIS

El mecanismo molecular de citotoxicidad de la quercetina esta dado por la
disfuncion mitocondrial ocasionada por la inhibicion de la fosforilacion oxidativa
dependiente del secuestro de electrones en la cadena transportadora de electrones,
ejerciendo de este modo su efecto antifungico contra Colletotrichum
gloeosporioides, mediante su aplicacion en un recubrimiento comestible a base de

biopolimeros con posible aplicacion en alimentos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico por la suplementacion de quercetina sobre la inhibicion
de la fosforilacion oxidativa usando como modelo de estudio a Saccharomyces
cerevisiae, para su incorporacion como compuesto antifungico en la formulacién y
caracterizaciéon de un recubrimiento comestible dirigido a su posible uso en

alimentos.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto citotoxico por la suplementacion de quercetina dependiente
del metabolismo respiratorio en diferentes concentraciones de glucosa

empleando como modelo de estudio a Saccharomyces cerevisiae.

e Analizar la influencia de la suplementacion de quercetina sobre la inhibicidn
de la fosforilacion oxidativa en diferentes concentraciones de glucosa

empleando como modelo de estudio a Saccharomyces cerevisiae.
e Formular y evaluar las propiedades antifungicas de un recubrimiento

comestible activo a base de biopolimeros adicionado con quercetina como

compuesto antifungico.

23



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

Quercetina (0.1, 1, 10 y 100 uM)
Glucosa (0.1, 0.5, 2y 5%) Crecimiento celular

Objetivo 1 Crecimiento celular en fase fermentativa y respiratoria
Respiracion mitocondrial

Quercetina (0.1 y 100 uM)
Glucosa (0.1 y 5%)
/ ‘ Relaciéon ADP/ATP
 Objetivo2 |  Determinacién de especies reactivas de oxigeno
/ Actividad de los complejos

Quitosano (1%), almidén oxidado (4%)
Quercetina (40, 80, 120, 160 y 200 uM)

Formulacién del recubrimiento comestible
Capacidad antifiingica de la solucién filmogénica

Objetivo 3

5.2 Cepas

Los experimentos para elucidar el mecanismo molecular de la quercetina se
realizaron empleando como modelo de estudio a la levadura S. cerevisiae BY4742
(Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0) adquirida en EUROSCARF (Frankfurt,
Alemania), destacando que este modelo de estudio ha sido utilizado en la

identificacion y caracterizacién de compuestos antifungicos (Tebbets et al., 2012;
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Letsiou et al 2024) y en la evaluacién de la actividad antifungica relacionada con la
disfunciéon mitocondrial (Haque et al., 2016; Scariot et al., 2020).

La cepa del hongo Colletotrichum gloeosporioides ATCC 42374 (Cepario del
Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Quimica, UAQ) se empled en los ensayos

in vitro para la determinacion del efecto fungicida de la quercetina.

5.3 Medios de cultivo

La cepa BY4742 se activo tomando una alicuota de un vial que se conservo a -20
°C y se mantuvo en medio extracto de levadura, peptonay glucosa (YPD) preparado
con 1% de extracto de levadura (BD Bioxon, Cuautitlan Izcalli, México), 2% de
peptona de caseina (BD Bioxon) y 2% de glucosa (Meyer, CDMX, México). Para
realizar la experimentacion se empled quercetina con pureza >95%, medio sintético
completo (SC) preparado con 0.18% base de nitrogeno para levaduras sin
aminoacidos, 1% mezcla Drop-out sin uracilo, 400 pg/mL de uracilo, todos obtenidos
de Merck (Darmstadt, Alemania), 0.5% sulfato de amonio (J.T. Baker, Phillipsburg,
NJ, EE.UU.), 0.2% fosfato dipotasico (J.T. Baker), suplementado con diferentes

concentraciones de glucosa y quercetina.

Por su parte C. gloeosporioides obtenida del cepario del laboratorio de
Biotecnologia del Posgrado de Alimentos de la Facultad de Quimica, se activd en
medio agar papa-dextrosa (PDA) (Bioxon). Este medio contiene (p/v): 0.4% de
infusién de papa, 2% de glucosa y 1.5% de agar bacteriolégico. Para realizar la
experimentacion, se empled caldo papa-dextrosa (PDC) (BD Difco, Franklin, NJ,
EE.UU.), que contiene 0.4% (p/v): de almiddn de papa y 2% (p/v) de glucosa. Para
la determinacion de la concentracion minima fungicida de la quercetina se crecié el

hongo en medio PDA.

5.4 Mecanismo molecular de la quercetina
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5.4.1 Crecimiento celular

La viabilidad celular se determind por medio de cinéticas de crecimiento. Se crecio
la cepa BY4742 en 3 mL de medio YPD suplementado con 2% de glucosa durante
toda la noche con agitacion constante a 3012 °C. Posteriormente en una microplaca
de 96 pozos, se colocaron 10 L de la suspensién de células y 140 uL de medio SC
suplementado con cinco niveles de quercetina (0.1, 1, 10, 100 y 1000 yM) en
combinacién con cinco concentraciones de glucosa (0.1, 0.5, 2,5y 10 %). La placa
se incubd a 3012 °C con agitacion constante durante 24 h empleando el equipo
lector de microplacas Multiskan Sky, (Thermoscientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se
realizaron lecturas de absorbancia a 600 nm cada hora. El porcentaje de viabilidad
celular se calculé dividiendo la velocidad especifica de crecimiento de las células
suplementadas con quercetina entre la velocidad especifica de crecimiento de las
células no suplementadas (células control) y se multiplicé por cien. La velocidad
especifica de crecimiento se calculé utilizando la ecuacién de crecimiento

exponencial haciendo el ajuste con el programa GraphPad Prism (Ecuacién 1):

In (Xf/X

donde Xo es la concentracidén de biomasa inicial (al tiempo 0 de la fase exponencial),
Xr es la concentracién de biomasa final (de la fase exponencial), u es la velocidad
especifica de crecimiento y t es el tiempo (h) (Kwolek-Mirek & Zadrag-Tecza, 2014,
Madrigal-Perez et al., 2016).

5.4.2 Crecimiento celular en fase fermentativa y respiratoria

Con la finalidad de evaluar el efecto de la quercetina sobre la respiracion
mitocondrial durante la fase fermentativa y respiratoria con base en el crecimiento
celular, se crecio la cepa BY4742 en 3 mL de medio YPD suplementado con 2% de

glucosa durante toda la noche con agitacion constante a 30+2 °C. Pasado el tiempo,
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en una microplaca de 96 pozos se colocaron 10 uL de la cepa activada y 140 uL de
medio SC suplementado con 5% de glucosa, antimicina A 20 pg/mL (Merck) y
quercetina (0.1, 1, 10 y 100 yM). La placa se incub6 a 30+2 °C con agitacion
constante durante 24 h empleando el equipo lector de microplacas Multiskan Sky, y
se realizaron lecturas de absorbancia a 600 nm cada h. Las curvas de crecimiento
de las células suplementadas con quercetina fueron comparadas con las curvas de
crecimiento de las células suplementadas con antimicina A, que es un inhibidor de
la respiracion celular. De esta manera se evaluo el efecto de la quercetina sobre la
respiracion celular, tanto en la fase fermentativa como respiratoria (Madrigal-Perez
et al., 2016).

5.4.3 Respiracion mitocondrial

El consumo de oxigeno se determind polarograficamente con un electrodo tipo Clark
conectado a un monitor YSI 5300A (Biological Oxygen, Vernon Hills, IL, EE. UU.) y

a una computadora para la adquisicién de datos.

Las células de levadura (BY4742) se crecieron en 3 mL de medio YPD
suplementado con 2% de glucosa, durante toda la noche en agitacion constante a
30+2 °C. Una vez transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 600 nm (Asoo)
para determinar el volumen de in6culo necesario (Asoo inicial ~ 0.1) para un matraz
de 250 mL que contenia 50 mL de medio SC suplementado con 0.5, 2, y 5 % de
glucosa (p/v) y quercetina (0.1 y 100 uM); se incub6 a 3012 °C y 250 rpm. Las
células en fase media logaritmica (Aesoo ~ 0.6), se centrifugaron a 4000 x g durante
5 min, posteriormente se realizaron tres lavados con agua desionizada. Las células
se suspendieron en agua desionizada en una proporcion de 1:1 (p:v), e
inmediatamente se utilizaron para determinar la velocidad del consumo de oxigeno
(Martinez-Ortiz et al., 2019).
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En la camara del polardgrafo se afiadieron 5 mL del regulador de pH acido 4-
morfolinoetanosulfénico con trietanolamina 10 mM, pH 6.0 (Merck), 125 mg de
células (peso humedo), 60 yL de glucosa 1 M; para evaluar la respiracion
mitocondrial basal. En seguida se agregaron 8.5 uL de carbonil cianuro 3-
clorofenilhidrazona (CCCP; Merck) para evaluar la respiracion maxima.
Posteriormente, se adicionaron 50 uL de antimicina A (AA; Merck). Por ultimo, se le
agregaron 20 yL de 2-tenoiltrifluoroacetona (TTFA; Merck) para inhibir la respiracion
mitocondrial, las células se mantuvieron en agitacion constante (Martinez-Ortiz et
al., 2019).

5.4.4 Relaciéon ADP/ATP

La evaluacion de la relacion ADP/ATP se determiné empleando el kit de ensayo
para la relacion ADP/ATP (Merck) siguiendo las especificaciones del fabricante. Las
células de levadura (BY4742) se crecieron en medio YPD suplementado con 2% de
glucosa (p/v) durante toda la noche a 30+2 °C, con agitacion constante.
Posteriormente, se medio la Asoo para determinar el volumen de indculo necesario
para una Aeoo inicial ~ 0.1 de células, que se agregaron a un matraz de 25 mL. Este
matraz contenia 5 mL de medio SC suplementado con 5%, 2%, 0.5% y 0.1% de
glucosa (p/v) y quercetina (0.1 uMy 100 uM) y se incubaron a 30£2 °C con agitacion
constante. Una vez que las células se encontraban en fase media exponencial (Asoo
~ 0.6) fueron cosechadas a 5000 x g durante 5 min, posteriormente las células se
lavaron dos veces con agua desionizada. En seguida, se transfirieron 10 pyL de
células (103 — 10* células/mL) a un pozo de una microplaca blanca de 96 pozos y
se siguieron las indicaciones del fabricante para la determinacion de la relacion de

ADP/ATP. Los datos obtenidos se analizaron en el software GraphPad Prism.

5.4.5 Determinacion de especies reactivas de oxigeno

La determinacion de especies reactivas de oxigeno se llevé a cabo empleando
diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA; Merck). La levadura
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(BY4742) se crecié en medio YPD suplementado con 2% de glucosa (p/v) durante
toda la noche a 30£2 °C, con agitacidén constante. Una vez transcurrido el tiempo se
midio la Asoo para determinar el volumen de indculo necesario para una Asoo inicial
~ 0.1 de células, que se agregaron a un matraz de 25 mL. El matraz contenia 5 mL
de medio SC suplementado con 5%, 2%, 0.5% y 0.1% de glucosa (p/v) y quercetina
(0.1 uM y 100 pM), y se incubd6 a 30+2 °C con agitacion constante, hasta que las
células se encontraron en fase media exponencial (Asoo ~ 0.6). Posteriormente, se
cosecharon 2 x 107 células a 3000 x g durante 3 min, se desecho el sobrenadante,
pero conservando en el tubo 200 mL de medio. Las células se homogenizaron y se
les adicionaron 4 yL H2DCFDA (5 mg/mL), para luego incubar durante 1 h a 28+2
°C, con agitacion moderada. Pasado el tiempo, las células se recolectaron a 3000 x
g durante 3 min y se lavaron 2 veces con 500 mL de solucién salina de fosfatos
(PBS, J.T. Baker). En seguida, las células se resuspendieron en 200 mL de PBS y
se transfirieron 150 yL de células suspendidas a un pozo de una microplaca negra
de 96 pozos. Por ultimo, se midid la fluorescencia empleando el lector de
microplacas (Varioskan Flash) a una longitud de onda 484 + 10 nm (excitacién) y
518 + 10 nm (emision) (Sinha & Pick, 2021). Los datos obtenidos se analizaron en

el software GraphPad Prism.

5.4.6 Determinacion de aniéon superoéxido

La determinacion de anién superoxido se realizd6 empleando el indicador de
superéxido mitocondrial (MitoSOX™ Red; Invitrogen, Eugenie, EE. UU.). Las
células de levadura (BY4742) se crecieron en medio YPD suplementado con 2% de
glucosa (p/v) durante toda la noche a 30 °C, con agitacién constante. En seguida se
medio la Asoo para determinar el volumen de inéculo necesario para una Asoo inicial
~ 0.1, el indculo de células se colocd en un matraz de 25 mL que contenia 5 mL de
medio SC suplementado con 5%, 2%, 0.5% y 0.1% de glucosa (p/v) y quercetina
(0.1 uMy 100 uM). Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacion constante, hasta
su fase media exponencial (Asoo ~ 0.6). En seguida, se cosecharon 2 x 107 células

a 3000 x g durante 3 min y se lavaron dos veces con 1 mL de soluciéon PBS.
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Posteriormente, a la pastilla obtenida se le agregaron 250 mL de solucién PBS que
contenia MitoSOX Red a una concentracion final de 5 uM y se incubd durante 15
min a 37 °C. Pasado el tiempo las células se lavaron dos veces con 1 mL de solucion
PBS (protegiendo de la luz) y la pastilla fue diluida en 400 pL de solucion PBS, en
seguida, se transfirieron 100 pL a un pozo de una microplaca (negra de 96 pozos).
Por ultimo, se midié la fluorescencia empleando un lector de microplacas (Varioskan
Flash) a una longitud de onda de 510 nm (excitacion) y 580 nm (emisién). Los datos

obtenidos se analizaron en el software GraphPad Prism.

5.4.7 Determinacion de la actividad de los complejos

5.4.7.1 Aislamiento de mitocondrias

Para determinar la actividad de los complejos de la cadena transportadora de
electrones, las células de levadura (BY4742) se crecieron en 3 mL de medio YPD
suplementado con 2 % de glucosa durante toda la noche a 30+2 °C con agitacién
constante. Posteriormente, se midi6 la Asoo para determinar el volumen de indculo
necesario para Asoo inicial ~ 0.1, que se agrego a un matraz de 4 L. Este matraz
contenia 1 L de medio SC suplementado con 0.1% y 5% de glucosa (p/v) y se incubd
a 30%2 °C con agitacion continua, hasta que las células se encuentren en la fase
media logaritmica (Asoo ~ 0.6). Posteriormente, se cosecharon las células a 2500 x
g durante 5 min a temperatura ambiente. En seguida se lavo el sedimento con agua
bidestilada y se centrifugd a 2500 x g por 5 min, para luego determinar el peso

himedo de las células.

Las células lavadas se suspendieron en 20 ml del tampén 1 [0.1 M Tris-HCI 0.5 M
(J.T. Baker); 2-mercaptoetanol pH 9.3 (Merck)] por gramo de peso seco y se
incubaron durante 15 min a 30+2 °C, con agitacion constante (70 rpm). Pasado el
tiempo las células se centrifugaron a 1500 x g durante 5 min y se suspendieron en
50 mL del tampon 2 [0.01 M Tris-HCI (J.T. Baker); 0.5 M KCI pH 7.0 (Merck)]. A
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continuacion, las células se centrifugaron a 8000 rpm y la pastilla celular se
suspendio en 40 ml de tampdn 3 (Merck) (0.01 M citrato-fosfato, 1.35 M sorbitol, 1
mM EGTA pH 5.8). A la solucién tampdn 3 se le afadié 1 mg de Lyticase (Merck)
(mezcla de enzimas que hidrolizan la pared celular de levaduras, originando células
esféricas, o esferoplastos) de Arthrobacter, por mL de solucién tampdn 3. La mezcla
se incubd a 30+2 °C con agitacion constante de 60 a 90 min, monitoreando la
formacion de esferoplastos mediante la determinacion de la absorbancia. La
suspension de esferoplastos se centrifugé a 1200 x g durante 10 min y se descarto
el sobrenadante con precaucion.

A partir de este punto las manipulaciones se realizaron a 412 °C. El sedimento de
esferoplastos se lavé tres veces con 40 mL de tampon 4 (0.01 M Tris-maleato, 0.75
M sorbitol, 0.4 M manitol, 2 mM EGTA, 0.1% albumina de suero bovino, pH 6.8
(Merck) centrifugando a 1200 x g durante 10 min. A continuacion, el sedimento final
se suspendié en 80 ml de tampdn 5 (Merck) (0.01 M Tris-maleato, 0.6 M manitol, 2
mM EGTA, 0.2% albumina de suero bovino, pH 6.8) y se homogenizé de manera
manual evitando formacién de espuma. La suspension homogenizada se distribuyd
en dos tubos de polipropileno de 50 mL y se ajusté el volumen de cada tubo a 40
mL con tampon 5, la suspension se centrifugé a 800 x g durante 10 min (el
sobrenadante se descarté cuidadosamente). Los granulos se resuspendieron con
un homogeneizador de tejido (Pyrex, Charleroi, PA, EE. UU.) y se recolectaron en
dos tubos de polipropileno de 50 mL con tampdn 5, para luego centrifugar a 800 x
g durante 10 min.

Los sobrenadantes combinados se centrifugaron a 12000 x g durante 10 min y se
descartaron los sobrenadantes, el precipitado se resuspendié en 15 mL de tampdn
6 (Merck) (0.6M Manitol, 2mM EGTA, 10 mM Tris-maleico, pH 6.8). Los sedimentos
mitocondriales se homogenizaron suavemente en un homogeneizador de tejido con
un pequeno volumen de tampdn 6. La suspension se distribuyé en dos tubos de
polipropileno de 50 mL, se ajusto el volumen de cada tubo a 40 mL con el mismo
tampén y se centrifugaron a 800 x g durante 10 min. Posteriormente, el

sobrenadante se centrifugé durante 10 min a 12000 x g y los sedimentos
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mitocondriales se resuspendieron en un pequeio volumen de tampdn 6 en dos
tubos de polipropileno de 15 mL (Guérin et al., 1979). Las mitocondrias se utilizaron
para la determinacién de la actividad de los complejos y la concentracion de

cardiolipina.

5.4.7.1 Determinacion de la actividad de los complejos

Con la finalidad de romper la membrana mitocondrial, los sedimentos mitocondriales
se suspendieron en una solucion fria (4+2 °C) que contenia KCI 0.1 M (Merck),
MgCl2 0.01 M (J.T. Baker), Tris-HCI 0.01 Ma pH 7.5 (J.T. Baker) y un 1 mL de Triton
X-100 al 10 % por cada 100 mL de solucion. En seguida, a las mitocondrias

permeabilizadas se les adiciond quercetina (0.1 y 100 uM) durante 30 min a 4+2 °C.

5.4.7.2 Complejo Il (succinato-2,6-dicloroindofenol sédico oxidorreductasa)

Para evaluar la actividad del complejo Il se emplearon las mitocondrias
permeabilizadas y suplementadas con quercetina. Se realizé6 una mezcla de
reaccion que contenia fosfato monopotasico (Merck) 50 mM a pH 7.6 (KH2PO4), 0.3
mg/ml de mitocondrias permeabilizadas, 80 yM de 2,6-dicloroindofenol sodico
(DCIP, Merck), 1 mg antimicina A (Merck) y cianuro de potasio 0.75 mM (KCN;
Merck) en un volumen final de 1 ml. Después de incubar durante 5 min con los
inhibidores, se inici6 la reaccion con succinato de sodio (Merck) 10 mM a pH 7.6.
Los cambios de absorbancia se registraron en un espectrofotometro UV/vis (Thermo
Scientific), a 600 nm. La relacién de reduccién de DCIP se calculd a partir de la
pendiente de la grafica de absorbancia utilizando el coeficiente de extincién molar
de 21 mM~' cm™" para DCIP.

5.4.7.3 Segmento complejo lI-lll (succinato citocromo ¢ oxidorreductasa)

La reduccion de citocromo ¢ mediada por succinato sensible a antimicina A, se

realiz6 usando una mezcla de reaccién que contenia KH2PO4 50 mM (pH 7.6),
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mitocondrias permeabilizadas y suplementadas con quercetina 0.1 mg/mL,
citocromo ¢ (Merck) 1.5 mg y KCN 0.75 mM en un volumen final de 1 ml. Después
de incubar durante 5 min con el inhibidor (KCN), se inicio la reaccién afiadiendo
succinato de sodio 10 mM (pH 7.6). La reaccién se detuvo con la adicion de 1 ug de
antimicina A. Los cambios de absorbancia se registraron en el espectrofotometro
(Thermo Scientific) a 550 nm. La tasa de reduccion del citocromo ¢ se calculé a
partir de las pendientes de las graficas de absorbancia utilizando un coeficiente de
extincion molar de 19.1 mM~' cm™ para el citocromo c. La reduccién del citocromo
c sensible a la antimicina A se calculdé restando la actividad en presencia de

antimicina A mas el succinato a la actividad estimulada solo con succinato.

5.4.7.4 Complejo IV (citocromo c oxidasa)

Esta actividad se evalu6é midiendo la oxidacion del citocromo ¢ reducido sensible a
cianuro, en mitocondrias permeabilizadas y suplementadas con quercetina. La
mezcla de reacciéon contenia KH2PO4 50 mM a pH 7.6, 0.1 mg/ml de mitocondrias y
1 ug de antimicina A en un volumen final de 1 mL. Después de incubar durante 5
min con antimicina A, la reaccion se inicié anadiendo 250 mg de citocromo ¢
reducido con ditionito de sodio (Na2S204, Merck), la reaccion se detuvo con la
adicion de KCN 0.75 mM. Los cambios de absorbancia se registraron en el
espectrofotometro (Thermo Scientific) a 550 nm. La reduccion del citocromo ¢ se
calculé a partir de las pendientes de las graficas de absorbancia utilizando un
coeficiente de extincion molar de 19.1 mM~' cm™ para el citocromo c. La reduccion
del citocromo ¢ sensible al cianuro, se calculo restando la actividad en presencia de

cianuro mas citocromo ¢ a la actividad estimulada solo con citocromo c.

5.4.8 Potencial de membrana mitocondrial

La determinacion del potencial de membrana mitocondrial se evalué empleando el
kit de potencial de membrana mitocondrial (Merck; MAK159). Se crecieron las

células de levadura (BY4742) en 3 mL de medio YPD suplementado con 2% de
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glucosa durante toda la noche a 30 °C con agitacion constante. Posteriormente, se
midio la Asoo para determinar el volumen de células necesario que se agrego para
tener una Asoo inicial ~ 0.1 en un matraz de 250 mL que contenia 5 mL de medio SC
suplementado con glucosa (0.5 % y 5 %) y quercetina (0.1 uM y 100 yM), incubados
a 302 °Cy 200 rpm en un agitador orbital (MaxQ™600, Thermo Scientific, Waltham
MA, EE. UU). Las células en la fase media logaritmica (ODeoo ~ 0.5) se centrifugaron
a 4000 x g durante 4 min, se lavaron las células y el sedimento se resuspendio en
la solucion de PBS. En una microplaca negra de 96 pocillos, se agregaron 50 uL de
suspension celular (3 x 108 células/pocillo) y se siguieron las instrucciones del
fabricante. Para el analisis de la relacion de fluorescencia, se evalué la intensidad
de la fluorescencia roja (excitacion a 490 nm/emision a 525 nm) y la fluorescencia

verde (excitacion a 540/emision a 590 nm).

5.4.9 Analisis de la morfologia celular por microscopia de fuerza atomica

Se evaluo la influencia de la quercetina sobre la morfologia celular de S. cerevisiae
empleando microscopia de fuerza atdmica basados en el analisis de rugosidad. Las
células de levadura (BY4742) se crecieron en medio YPD suplementado con 2% de
glucosa (p/v) durante toda la noche a 30+2 °C, con agitacion constante. En seguida
se midio la Asoo para determinar el volumen de in6culo necesario para una Aeoo
inicial ~ 0.1. Las células se colocaron en un matraz de 25 mL que contenia 5 mL de
medio SC suplementado con 0.1% y 5% de glucosa (p/v) y quercetina (0.1 uMy 100
MM). Los cultivos se incubaron a 302 °C con agitacion constante, hasta su fase
media exponencial (Asoo ~ 0.6). En seguida, se colocaron 500 pL en 3 capas sobre
un portaobjetos y se dejaron secar en un horno (Felisa, Guadalajara, México) a 4013
°C. Posteriormente las muestras se analizaron en un microscopio de fuerza atémica
(Park Systems NX10, Suwon, Korea) en modo no contacto, utilizando una
exploracion con frecuencia de resonancia de 286-362 kHz, velocidad de exploracion

de 1 Hz y una resolucion de 256 x 256 pixeles (Escamilla et al., 2018).
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5.5 Formulacién y evaluacion del efecto antifungico del

recubrimiento comestible adicionado con quercetina

5.5.1 Formulacion del recubrimiento comestible

Se preparo una solucion filmogenica de quitosano al 1% (p/v) (disuelto en acido
lactico 0.5% v/v; Merck) y se agitdé continuamente a 80+2 °C durante 60 min.
Paralelamente se prepard una suspension de almidén oxidado al 4 % p/v Ingredion,
San Juan del Rio, Querétaro, MX) en agua destilada, se calenté a 90+2 °C por 20
min y se dejo enfriar en bafio de hielo. Las preparaciones se mezclaron en
proporcion 4:1 (p/p) (almiddén oxidado:quitosano) y se agitaron por 5 min a
temperatura ambiente. En seguida, se afiadieron diferentes concentraciones de
quercetina (40, 80, 120, 160 y 200 uM) emulsificada con Tween 80 (20% v/v). Las
nanoemulsiones se obtuvieron al utilizar un mezclador de alta velocidad (IKA T25-
Ultra-Turrax, DE, EE.UU.), seguido de ultrasonido por 1.5 min a 20 kHz y 75%
amplitud (VCX 500 Vibra-Cell, Newton, CT, EE.UU.). La suspension filmogénica
final se extendid sobre una caja Petri previamente nivelada; el volumen afadido fue
de 120 uL por cm? y se dejo secar por 48 h a 45 °C y 60% de humedad relativa
(Escamilla-Garcia et al., 2018; 2019).

5.5.2 Capacidad antifungica de la solucién filmogénica

La actividad antifungica se evalué contra el hongo deteriorador mencionado
anteriormente. Para el reto antifungico se realizé una extension en placa del hongo
colocando 10* esporas/mL en placas con medio PDA. Posteriormente en la parte
central de la caja se coloco un disco de papel filtro y se agregaron 20 pL de la
solucion filmogénica formulada, las cajas se incubaron a 28+2 °C durante 5 d. El
efecto antifungico se determind mediante el diametro del halo de inhibicién (mm)
(Duarte et al., 2022).
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5.6 Analisis estadistico

Se realizaron un minimo de tres experimentos biolégicos independientes,
reportandose el promedio * la desviacidon estandar. Los resultados obtenidos se
interpretaron usando un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de la
prueba de Dunnett cuando se compararon contra un control y la prueba de Tukey
cuando se compararon todos los promedios. Se considerd diferencia significativa

cuando p<0.05, empleando el software GraphPad Prism.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La mitocondria es la principal fuente de energia de células dependientes del
metabolismo respiratorio (Herzig and Shaw, 2018; Casanova et al., 2023). Siendo
el metabolismo respiratorio un conjunto de vias metabdlicas (glucolisis, ciclo de
Krebs, fosforilacion oxidativa) involucradas en la generacion de energia en forma de
ATP mediante la degradacion de diversos sustratos, destacando a la glucosa.
Durante la glucolisis y ciclo de Krebs se sintetizan los cofactores NADH y FADHz2,
que fungen como donares de electrones para el complejo | (NADH: ubiquinona
oxidorreductasa) y complejo Il (succinato deshidrogenasa), respectivamente, de la
cadena transportadora de electrones. La sintesis de ATP acoplada al flujo de
electrones a través de los complejos de la cadena transportadora de electrones es
definida como fosforilacién oxidativa, por lo cual, la fosforilacion oxidativa es la
mayor fuente de ATP celular (Spinelli & Haigis, 2018; Nolfi-Donegan et al., 2020).

El efecto citotdxico por la suplementacion de quercetina se ha relacionado con la
fosforilaciéon oxidativa, sugiriendo a la mitocondria como el principal blanco
molecular de la quercetina. Sin embargo, el mecanismo molecular de citotoxicidad
aun no es claro. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue elucidar el efecto
citotéxico ocasionado por la suplementacion de quercetina sobre la fosforilacion
oxidativa, empleando como modelo de estudio a la levadura S. cerevisiae, para
posteriormente determinar el efecto antifungico del recubrimiento comestible con

quercetina.

6.1 Efecto de la suplementacion de quercetina sobre el metabolismo
respiratorio de S. cerevisiae

Con la finalidad de evaluar el efecto de la suplementacion de quercetina sobre el
metabolismo respiratorio, se empleé como modelo de estudio a la levadura S.
cerevisiae, debido a que presenta un metabolismo repiro-fementativo, permitiendo

asociar el efecto de la quercetina con el metabolismo respiratorio. Esto con base en
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que la levadura S. cerevisiae presenta una caracteristica metabdlica denominada
represion por glucosa, es decir, que en concentraciones altas de glucosa se
promueve un metabolismo fermentativo y en concentraciones bajas de glucosa se
estimula el metabolismo respiratorio. Con base en esta informacion se opté por
evaluar el efecto de la suplementacion de quercetina (0.1, 1, 10 y 100 uM) sobre el
crecimiento exponencial de S. cerevisiae en cinco concentraciones diferentes de
glucosa, dos concentraciones altas (5 y 10%), una concentracion estandar (2%) y

dos concentraciones bajas (0.1 y 0.5%).

Se observdé un efecto negativo sobre el crecimiento exponencial por la
suplementacién con quercetina (0.1, 1 y 10 uM) dependiente de la concentracién de
glucosa, a excepcion de la suplementacién de 100 uM de quercetina que sodlo
mostro un efecto negativo significativo en los medios suplementados con 0.1% de
glucosa (Figura 7). Estos datos sugieren que la influencia negativa sobre el
crecimiento exponencial es dependiente de la concentracion de glucosa,
observando la mayor disminucion en el porcentaje de crecimiento exponencial en

bajas concentraciones de glucosa (0.1 y 0.5%).

Estos datos concuerdan con estudios realizados en S. cerevisiae que describen que
la suplementacion de resveratrol (1, 10, 100 y 1000 uM) presenta un efecto negativo
sobre la viabilidad celular dependiente de la concentracion de glucosa, reportando
que en concentraciones bajas de glucosa el efecto negativo sobre la viabilidad
celular es mayor en comparacion con concentraciones altas de glucosa (Madrigal-
Perez et al., 2016).

Por otra parte, la suplementacion de 100 uM de quercetina mostré una disminucion
significativa sobre el crecimiento exponencial en la concentracion mas baja de
glucosa (0.1%) (Figura 7). Destacando que el mayor efecto negativo sobre el
crecimiento exponencial por la suplementacion de quercetina se observa en

concentraciones bajas de glucosa, donde el metabolismo predominante es la
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respiracion, sugiriendo que el efecto negativo sobre el crecimiento exponencial
causado por la suplementacion de glucosa esta relacionado con una alteracion en

la fosforilaciéon oxidativa.
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Figura 7. La suplementacion de quercetina afecta negativamente el crecimiento exponencial de S.
cerevisiae dependiente de la concentracion de glucosa. Se evalud el efecto de la suplementacion de
quercetina (0.1, 1, 10 y 100 uyM) sobre el crecimiento celular de S. cerevisiae en medio SC
suplementado con glucosa (0.1, 0.5, 2, 5 10% (p/v). Se muestra la desviaciéon estandar de cinco
experimentos independientes por duplicado, las letras diferentes indican diferencia significativa (p <
0.05).

Con la finalidad de visualizar la relacion entre la quercetina y el metabolismo
respiratorio se realizo un analisis de correlacion, mostrando una relacién negativa
esperada entre la concentracion de glucosa y la respiracion mitocondrial,
remarcando que en concentraciones bajas de glucosa se observan los mayores
valores de consumo de oxigeno, los cuales disminuyen de forma dependiente del

incremento de la concentracién de glucosa (Figura 8). Por su parte, el factor de
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cambio del crecimiento especifico por la suplementacion de quercetina y la
concentracion de glucosa tuvieron una correlacion positiva (0.1 uM quercetina, r =
0.907; 1 yM quercetina, r = 0.879; 10 uM quercetina, r = 0.927), mostrando que el
incremento en el valor del factor de cambio del crecimiento especifico es
dependiente del incremento de la concentracion de glucosa respaldando la
sugerencia de que la influencia negativa de la quercetina sobre el crecimiento
exponencial a bajas concentraciones de glucosa podria estar relacionada con una
alteracion en la respiracion mitocondrial. Por su parte, la suplementacion 100 uM de
quercetina presenté una correlacion baja (Figura 8), lo cual concuerda con los datos
que muestran que al 0.1% de glucosa la suplementacién de 100 uM de quercetina
afecta de manera negativa el porcentaje de crecimiento exponencial (Figura 7). En
conjunto los datos sugieren que la influencia negativa por la suplementacion de
quercetina sobre el crecimiento exponencial de S. cerevisiae esta relacionada con

una alteracién sobre la respiracién mitocondrial.
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Figura 8. Efecto de la quercetina dependiente de la concentracién de glucosa y del consumo de
oxigeno. Las barras representan la desviacion estandar de 3 y 5 experimentos independientes por
duplicado (p < 0.05).
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Con base en los datos anteriores se opté por comparar el efecto de la
suplementacion de quercetina con la antimicina A, inhibidor de la cadena
transportadora de electrones (especificamente del complejo lll, Figura 6), teniendo
en cuenta que la antimicina A influye de manera negativa sobre la respiracion
mitocondrial. Para lo cual se visualiz6 el crecimiento celular de S. cerevisiae en un
medio suplementado con 5% de glucosa, permitiendo evaluar el efecto de la
suplementacién de quercetina (0.1, 1, 10 y 100 uM) y antimicina A (20 ug/mL), tanto

en el metabolismo fermentativo como en el respiratorio.

Los resultados muestran que las células suplementadas con quercetina (0.1, 1y 10
MM) presentan un fenotipo de crecimiento similar a las células suplementadas con
antimicina A, exhibiendo un menor crecimiento en comparacion con las células
control, respaldando la sugerencia de que el efecto observado por la
suplementacion de quercetina sobre el crecimiento exponencial esta relacionado
con su influencia sobre la respiracion mitocondrial. Adicionalmente, las células
suplementadas con 100 uM de quercetina muestran un comportamiento similar a
las células control coincidiendo con los datos anteriores, donde se observo que la
suplementaciéon de quercetina (100 uM) afectaba el crecimiento exponencial en la

concentracion de 0.1% de glucosa (Figura 9).

Cabe destacar que a concentraciones del 5% de glucosa predomina el metabolismo
fermentativo. Sin embargo, se ha reportado en la levadura Schizosaccharomyces
pombe que, durante el metabolismo fermentativo, la respiracion coadyuva a la
proliferacion por su influencia sobre la sintesis de aminoacidos (Malecki et al., 2020).
Los datos de las curvas de crecimiento muestran que la suplementaciéon de
quercetina (0.1, 1 y 10 uM) influye de manera negativa sobre el crecimiento celular
en la fase respiro-fermentativa. Se observa un comportamiento similar a la
suplementacién de antimicina A, lo cual podria estar relacionado con lo reportado

en S. pombe.
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Por otra parte, durante el crecimiento respiratorio se observa que la suplementacion
de 0.1 uM de quercetina presenta un comportamiento similar en comparacién con
la suplementacion de antimicina A. A diferencia de la suplementacion de 1y 10 uM
de quercetina, donde se percibe al final de la curva de crecimiento un incremento
en comparacion con la suplementacion de antimicina A. Esto podria estar
relacionado con el efecto nulo sobre el crecimiento celular observado por la
suplementacién de 100 uM de quercetina. Los datos obtenidos reafirman la

sugerencia de la influencia de la quercetina sobre la respiracion mitocondrial.
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Figura 9. Efecto de la quercetina sobre el crecimiento respiro-fermentativo de S. cerevisiae. Se
evalué el efecto de la quercetina (0.1 y 100 uM) y la antimicina A (inhibidor del complejo Ill) sobre el
crecimiento de S. cerevisiae en medio SC suplementado con 5% de glucosa. Las barras representan
la desviacién estandar de tres experimentos independiente por duplicado.

Dado que los resultados confirman la influencia de la quercetina sobre la respiracion

mitocondrial, se decidié evaluar la influencia de la quercetina mediante el
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crecimiento celular en medios suplementados con fuentes de carbono no
fermentables que proveen electrones a la NADH deshidrogenasa (etanol), a la fosa
de ubiquinonas (glicerol) y al citocromo C (lactato), con la finalidad de evaluar la
influencia de la quercetina sobre el metabolismo respiratorio. Los resultados
obtenidos muestran que la suplementacién de quercetina no afecta el crecimiento
de la levadura en medios suplementados con etanol; mientras que, en los medios
suplementados con glicerol y lactato se observa un crecimiento nulo, a excepcion
de la suplementacion de quercetina (0.1 uM) cuando se tiene como sustrato al
lactato (Figura 10). Estas evidencias sugieren que la quercetina podria estar
afectando la cadena transportadora de electrones a partir de la fosa de ubiquinonas

(ver Figura 6).

Estos datos coinciden con lo reportado en mitocondrias aisladas de células de rata,
donde la suplementacion de quercetina en concentraciones de 20 y 60 ug/mg de
proteina influyé de manera negativa sobre el transporte de electrones a través de la
cadena transportadora de electrones, sugiriendo una inhibicion especificamente a

partir del complejo Il (Yusupova et al., 2019)
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Figura 10. Efecto de la quercetina sobre el crecimiento respiratorio de S. cerevisiae. El crecimiento
celular de S. cerevisiae se evalué en medio SC suplementado con fuentes de carbono no
fermentables (etanol 2%, glicerol 2% y lactato 2%). Las barras muestran la desviacion estandar de
tres experimentos independientes por duplicado.

En conjunto, los resultados anteriores dirigen la influencia de la quercetina a la
respiracion mitocondrial, sugiriendo que la quercetina puede influir en la cadena
transportadora de electrones dependiente de la fosa de ubiquinonas y/o el citocromo

C.

Por lo anterior, se decidié evaluar la influencia de la suplementacion de quercetina

sobre la respiracion mitocondrial de S. cerevisiae. Considerando que la
suplementacion de 0.1, 1y 10 uM de quercetina presenta un comportamiento similar
en comparacion con 100 uM, solo se emplearon las concentraciones de 0.1 y 100
MM de quercetina para la determinacion del consumo de oxigeno en medios
suplementados con diferentes concentraciones de glucosa (0.1, 0.5, 2 y 5%). Para
la determinacion del consumo de oxigeno se emplearon los sustratos glucosa,

glicerol y lactato.
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La determinacién del consumo de oxigeno es una herramienta experimental que
permite el analisis de mecanismos mitocondriales de accion de diversos
compuestos, esta herramienta nos permite evaluar diferentes condiciones del
metabolismo respiratorio como respiracion basal, maxima y acoplada a la
generacion de ATP (Divakaruni & Jastroch, 2022). La respiracion basal es el
consumo de oxigeno posterior a la suplementacién de un sustrato de interés (p. €j.
glucosa, glicerol o lactato) en condiciones fisiologicas, es decir sin adicionar
inhibidores o estimuladores. La respiracion maxima es el consumo maximo de
oxigeno ocasionado por un estimulo como el desacoplamiento de la cadena
transportadora de electrones por la suplementacion de CCCP. La respiracion
acoplada a la generacion de ATP es el consumo de oxigeno posterior a la
suplementaciéon de un inhibidor de la ATPsa como la oligomicina (Sperling et al
2019). Los resultados muestran una influencia negativa por la suplementacion de
quercetina sobre la respiracion basal, respiracion maxima y la respiracion acoplada
a la generacion de ATP (Figura 11). Estos datos concuerdan con lo reportado en
otros modelos de estudio, como en el caso de larvas de pez cebra, donde la
suplementacion de 1 y 10 ug/L de quercetina disminuyd el consumo de oxigeno
(Zhang et al.,2017). Ademas, en lineas celulares (Flp-In HEK293) se observé que
la suplementacion de 300 uM de quercetina influye sobre la reduccion del consumo
de oxigeno (Hawley et al., 2010). Cabe destacar que, al evaluar la influencia de la
quercetina sobre el consumo de oxigeno en diferentes concentraciones de glucosa,
se visualiza un efecto dependiente de la concentracién de glucosa. De manera que
al incrementar la concentracion de glucosa la disminucion en el consumo de oxigeno
es mitigada y, a pesar de que la quercetina sigue limitando la respiracion

mitocondrial, el efecto no es significativo (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la quercetina sobre la respiracion mitocondrial de S. cerevisiae. La
suplementacion de quercetina (0.1 y 100 uyM) influye de manera negativa sobre la respiracion basal,
maxima y la acoplada a la generacion de ATP dependiente de la concentracion de glucosa (Glu). A)
glucosa, B) glicerol y C) lactato. Se muestra la desviacion estandar de tres experimentos
independientes por duplicado (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001). EI analisis
estadistico se realizé empleando una ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett’s versus
control (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001). ANOVA, analisis de varianza; ns, no
significativo.

Es importante destacar que la suplementacion de los diferentes sustratos (glucosa,
glicerol y lactato) presentaron tendencia similar. Destacando que el efecto de la
quercetina sobre el consumo de oxigeno es dependiente de la concentracion de
glucosa. Esto concuerda con los datos anteriores sugiriendo que la mayor pérdida
en el porcentaje de crecimiento exponencial observada en concentraciones bajas
de glucosa esta relacionada con la disminucién del consumo de oxigeno ocasionada
por la suplementacion de quercetina. Sin embargo, los datos obtenidos no
proporcionan informacioén sobre el sitio de accién de la quercetina en la cadena

transportadora de electrones.
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Con la finalidad de explorar de manera especifica el sitio de accidén de la quercetina,
dependiente de la cadena transportadora de electrones, se opté por evaluar el
efecto de la quercetina (0.1 y 100 yM) sobre la actividad de los complejos de la
cadena transportadora de electrones (complejo Il, segmento complejo II-lll y

complejo IV, Figura 6) en medios suplementados con glucosa (0.1 'y 5% p/v).

En los medios suplementados con 0.1% de glucosa la suplementacion de quercetina
(0.1 y 100 uM) redujo de manera significativa la actividad del complejo Il y 1V;
mientras, que la actividad del segmento complejo II-11l no fue alterada (Figura 12A).
Por otra parte, en los medios suplementados con 5% glucosa solo la
suplementacién con 0.1 uM de quercetina redujo de manera significativa la actividad
del complejo Il y IV, pero no alterd la actividad del segmento II-1ll. Sin embargo, la
suplementacién de 100 uM de quercetina incrementé la actividad del segmento II-

lll y redujo la actividad del complejo IV (Figura 12B).

La reduccién de la actividad de los complejos Il y IV, concuerda con la sugerencia
de que el sitio de accion de la quercetina podria ser la fosa de ubiquinonas y/o
citocromo c. Este resultado estd de acuerdo con lo reportado en particulas
submitocondriales de ratas Wistar, donde la suplementacién con quercetina (10 uM)
causo la inhibicion del complejo |, dependiente de la concentracion de coenzima Q.
Por otro lado, el segmento II-lll no presentd cambios, sugiriendo una competencia
entre la ubiquinona y la quercetina por sitios de unién con el complejo |. Ademas,
se ha sugerido que la quercetina podria fungir como una molécula mimética a la

ubiquinona permitiendo o limitando el transporte de electrones (Lagoa et al., 2011).

Considerando que el complejo Il y el glicerol donan electrones a la fosa de
ubiquinonas, los resultados obtenidos sobre la actividad del complejo Il (Figura 12)
y el crecimiento celular en glicerol como fuente de carbono no fermentable (Figura
10), sugieren que la quercetina interfiere en el transporte de electrones entre el

complejo Il y la fosa de ubiquinonas.

48



>

1

Complejo Il
(Porcentaje de actividad

respecto al control)
$ 3
j
Complejo Il
(Porcentaje de actividad
respecto al control)
$ 3 8 3
Complejo IV
(Porcentaje de actividad

respecto al control)
§ 4

iy & N 2 N 2>
& e‘“o’ F & & & & & &
& s.p"’ & & & &
& o & o o* & o o
& & \ U‘F & & of ¥ &
o & o & S &
o
B ns B = 3=
275 2004 3= 'S O 2004
25 ok =2 £ ¥ o >8E
= E 5 S8 E s ® 8 ok
92 %5 1504 =m0 o S 15
T8 S0 9% e
g8s §85 2o
EE'G 1009 E‘%E o.‘c!ﬁ 100+
ot g GE @ o§a
g @ (&] 8 §- 200~ 2 g
9] o et
T e T ii
$ R
Q\fp‘r ; ,i"" .e“’ o fe y n&p & o ‘?\0 F & &
& & & >~ & & ¥ o wf‘"
& & & & & $ & $
¢ o & N ¢ & ¢ & 3

Figura 12. Influencia de la quercetina sobre la actividad de los complejos de la cadena respiratoria
de Saccharomyces cerevisiae. Las actividades de los complejos de la cadena respiratoria se
midieron en mitocondrias aisladas suplementadas con 0.1 0 100 uM de quercetina en solucién de
KH2PO4 50 mM (pH 7.6) a 4°C durante 30 min. Actividad del complejo Il (succinato-DCIP
oxidorreductasa); actividad del segmento complejo II-1ll (succinato-citocromo ¢ reductasa sensible a
la antimicina A; complejo IV (citocromo ¢ oxidasa sensible a KCN). A) Actividad del complejo I,
segmento II-lll y complejo IV en medios suplementados con el 0.1% de glucosa. B) Actividad del
complejo 11, segmento II-Ill y complejo IV en medios suplementados con el 5% de glucosa. Los datos
representan el porcentaje de la actividad de los complejos con respecto a la actividad control (etanol)
(100%). Se muestra la desviacion estandar de tres experimentos independientes. El analisis
estadistico se realizé empleando una ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett versus el
control (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001). ANOVA, analisis de varianza; DCIP,
2,6-diclorofenolindofenol; ANOVA: analisis de varianza; ns: no significativo.

Por otra parte, en mitocondrias aisladas de raton se observo que la suplementacion
de quercetina (50 mg/kg por d, durante 15 d) reduce la actividad del complejo IV
(Ruiz et al., 2015). Este reporte concuerda con el efecto negativo observado por la
suplementacién de quercetina sobre la actividad del complejo IV (Figura 12). Este
resultado sugiere que el efecto negativo ocasionado por la quercetina (1, 10 y 100
MM) sobre el crecimiento celular en medios suplementados con lactato (Figura 10)
podria ser dependiente del citocromo c. Esta idea concuerda con investigaciones

previas, donde se ha sugerido que la quercetina reduce al citocromo ¢ (Lagoa et al.,
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2011). En conjunto, los resultados obtendios sugieren como principales blancos
moleculares de la quercetina a la fosa de ubiquinonas y citocromo c¢ en la cadena
transportadora de electrones. Considerando que la suplementacién con quercetina
altera el transporte de electrones se optd por evaluar el efecto de ésta sobre dos
aspectos relevantes relacionados con la cadena transportadora de electrones, la
generacion de ATP y de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en

inglés).

6.2 Influencia de la quercetina sobre la generacion de ATP en S.
cerevisiae

Una de las principales funciones de las mitocondrias es la sintesis de ATP por medio
de la fosforilacion oxidativa a través de la cadena transportadora de electrones, por
lo tanto, se evalu6 el efecto de la quercetina sobre los niveles de ATP en las células
de S. cerevisiae. Para lo cual, se determind la relacion ADP/ATP empleando el kit
de ensayo para la relacion ADP/ATP en medios suplementados con glucosa (0.1,
0.5, 2y 5% p/v) y quercetina (0.1 y 100 pM).

Los resultados muestran que la suplementacion con quercetina influye de manera
positiva sobre la relacion ADP/ATP dependiente de la concentracidén de glucosa. Se
observd que con 5% de glucosa, solo la suplementacion con 0.1 yM de quercetina
ocasiona un incremento significativo en la relacion ADP/ATP. Debe aclararse que
un incremento en la relacion ADP/ATP es indicativo de una disminucién en la
concentracion de ATP en las células. Por otra parte, la suplementacion con 100 uM
de quercetina, no influyé de manera significativa en comparacién con el control. En
los medios suplementados con el 2% de glucosa, tampoco se observd un efecto

significativo con los suplementos de quercetina, en comparacion con el control.

Sin embargo, en los medios suplementados con 0.1 y 0.5% de glucosa, ambas

concentraciones de quercetina (0.1 y 100 uM) ocasionaron un incremento
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significativo en la relacion ADP/ATP. Este resultado concuerda con un estudio
utilizando mitocondrias aisladas de higado de rata Wistar, donde se report6é que la
suplementacién de quercetina (25 y 50 yuM) causé una disminucion significativa en
los niveles de ATP (Dorta et al., 2005).

Ademas, los resultados obtenidos muestran que la reduccion en los niveles de ATP
celular es dependiente de la concentracion de glucosa. Esto sugiere que el efecto
negativo sobre el crecimiento de S. cerevisiae podria estar relacionado con una
limitacion de ATP ocasionada por la disminucién de la respiracion mitocondrial a

causa de la alteracion del transporte de electrones.
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Figura 13. La suplementacion de quercetina reduce los niveles de ATP en S. cerevisiae. Se evalu6
el efecto de la suplementacion de quercetina (0.1 uMy 100 uM) sobre la relacion ADP/ATP en células
de S. cerevisiae crecidas en medio SC suplementado con 5%, 2%, 0.5% y 0.1% de glucosa (p/v). Se
muestra la desviacion estandar de tres experimentos independientes analizados empleando ANOVA
de una via seguido de la prueba de Dunnett versus el control (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
****p < 0.0001). ANOVA: andlisis de varianza; ns: no significativo.
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6.3 Influencia de la capacidad redox de la quercetina sobre la generacién
de especies reactivas de oxigeno en S. cerevisiae

Las mitocondrias son descritas como la principal fuente de ROS en la mayoria de
las células (hasta un 90% del total de ROS en células). Las ROS se producen
durante la fosforilacion oxidativa, por medio de la cadena transportadora de
electrones, por lo cual, es de esperar que la suplementacion con quercetina
presenta influencia sobre la generacion de ROS (Balaban et al., 2005; Tirichen et
al., 2021).

En S. cerevisiae, las principales ROS generadas son el anion superéxido (O2™) y el
perdéxido de hidrogeno (H202). La generacion de Oz~ es atribuida a la fuga de
electrones de la cadena respiratoria. Posteriormente, la enzima superdxido
dismutasa cataliza la dismutacion de O2™ a H202 (Ayer et al., 2013). Considerando
la sugerencia de que la quercetina altera el paso de electrones a través de la cadena
respiratoria afectando la generacion de ATP, es relevante evaluar si la generacién

de ROS es alterada por la suplementacion con quercetina.

Por lo tanto, se evalué la concentracion de ROS empleando el kit de ensayo para
anién superéxido Amplex Red y el reactivo H2DCFDA (para la determinacién de
H202) en medios suplementados con glucosa (0.1, 0.5, 2y 10%) y quercetina (0.1 y
100 pM). Los resultados para el anidén superoxido muestran que la suplementacion
con 0.1 uM de quercetina ocasiona un incremento significativo de O2™ en las cuatro
condiciones de glucosa (Figura 14). Por su parte, la suplementacion de 100 uM de
quercetina sélo incrementd de manera significativa la concentracion de Oz~ en el

medio suplementado con 0.1% de glucosa (Figura 14).
El incremento en los niveles de Oz ha sido reportado en otros modelos de estudio,

como fue el caso de células de cancer de colon (HCT116) y mitocondrias aisladas,

donde la suplementacién con 50 uM de quercetina potencio la generacion de Oz2™
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(De Marchi et al., 2009). Los incrementos en los niveles de O2™ coinciden con los
resultados observados para el crecimiento celular (Figura 7). Aqui, la
suplementacién con 0.1 pM de quercetina, afecta negativamente el crecimiento
celular en medios suplementados con glucosa (0.1, 0.5 y 2%). Por otro lado, la
suplementacién con 100 pyM de quercetina s6lo afecta de negativamente al
crecimiento celular en los medios suplementados con el 0.1 % de glucosa. Este
resultado sugiere que este efecto negativo sobre el crecimiento celular, esta

relacionado con el incremento en los niveles de O2™.
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Figura 14. La suplementacion de quercetina potencializa la generacién de anién superéxido en S.
cerevisiae. Se evalud el efecto de la suplementacién de quercetina (0.1 uM y 100 yM) sobre la
generacion de anién superoxido en medio SC suplementado con 5%, 2%, 0.5% y 0.1% de glucosa
(p/v). Se muestra la desviacidon estandar de cinco experimentos independientes por triplicado
analizados empleando ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett’s versus control (*p <
0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001). ANOVA, analisis de varianza; ns, no significativo.

Por su parte, los resultados obtenidos en la evaluacién de H202, muestran que la

suplementaciéon con quercetina (0.1 y 100 uM) no afecté de manera significativa en

medios suplementados con 5, 2 'y 0.5 % de glucosa. Se observé un efecto negativo
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significativo por la suplementaciéon de 0.1 y 100 uM de quercetina, en los medios

conteniendo 0.1% de glucosa (Figura 15).

La influencia de la quercetina sobre los cambios de 6xido-reduccion que ocurren en
la célula, genera cuestionamientos sobre la relacion entre la generacién de ROS y
su efecto citotoxico. Ademas, es relevante mencionar que en los ultimos afios se ha
fortalecido la hipétesis que sugiere a la quercetina como un compuesto con efecto
pro-oxidante. Dicho efecto se ha relacionado con un incremento en los niveles de
ROS celulares, pero en algunos modelos de estudio como células carcinogénicas
se ha descrito que el incremento de ROS puede alcanzar niveles citotoxicos (Rather
& Bhagat, 2019). Por lo anterior, aun no es claro si la generacion de ROS es un

evento previo o subsecuente al efecto citotéxico causado por la quercetina.

Los resultados obtenidos no permiten establecer si la acumulacion de O2" es un
evento previo que causa el efecto negativo sobre el crecimiento celular, o es un
evento subsecuente causado por la interferencia en el paso de electrones. Sin
embargo, si se podria fortalecer la hipétesis de que uno de los principales blancos
moleculares es la fosa de ubiquinonas. Se ha descrito que una deficiencia funcional,
o la inhibicion del complejo Il, puede ocasionar un incremento en la generacion de
ROS. Este suceso sugiere que la alteracion del sitio Qp del complejo Il en S.
cerevisiae ocasiona un incremento en la generacion de O2". Debe aclararse que Qp
funge como sitio de union entre el complejo Il y la ubiquinona (Guo & Lemire, 2003;
Szeto et al., 2007). Por lo anterior, se sugiere que los incrementos en los niveles de
O2" podrian ser causados por una interferencia de la quercetina entre el complejo Il
y la fosa de ubiquinonas. En conjunto, los resultados obtenidos en la evaluacion de
ROS, sugieren la generacion de ROS como un evento subsecuente, ya que sélo se
presentd un incremento en los niveles de O2", que podria estar relacionado con el
efecto de la quercetina sobre la fosa de ubiquinonas. Debe aclararse que los niveles

de H202 no fueron alterados por la suplementacion con quercetina, a excepcion de
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los medios suplementado con 0.1% de glucosa que presentaron una disminucion

significativa en los niveles de H20:.
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Figura 15. La suplementacion de quercetina influye de manera negativa sobre la generaciéon de
peroxido de hidrogeno en S. cerevisiae. Se evaluo el efecto de la suplementacion de quercetina (0.1
UMy 100 uM) sobre la generacidn de perdxido de hidrogeno en medio SC suplementado con 5%,
2%, 0.5% y 0.1% de glucosa (p/v). Se muestra la desviacion estandar de cinco experimentos
independientes por triplicado analizados empleando ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnett’s versus control (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ***p < 0.0001). ANOVA: analisis de
varianza; ns: no significativo.

Este resultado permiti6 suponer que la muerte celular causada por la
suplementacién con quercetina no estaba asociada a la generacién de ROS en
dichas células. Sin embargo, las evidencias no permiten establecer de manera
directa si el efecto negativo sobre el crecimiento celular de S. cerevisiae por la
suplementacién con quercetina es dependiente de la generacion de anién
superoéxido, o si ésta es un efecto subsecuente debido a la interferencia al paso de

electrones.
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Por otra parte, cabe resaltar que los complejos Il y IV presentan menor influencia
en la generacion de ROS comparado con los complejos | y || (Zhao et al., 2019). Sin
embargo, el citocromo ¢ también es descrito como uno de los principales blancos
de la quercetina, de manera que la interaccion entre el citocromo c y la quercetina
podria estar relacionada con la reduccion de la actividad del complejo IV. Este efecto
ya fue reportado anteriormente, con un enfoque en la influencia de la quercetina

sobre la reduccion del citocromo ¢ (Lagoa et al., 2011).

El citocromo ¢ esta ampliamente relacionado con la apoptosis celular, resaltando
que una de las principales caracteristicas del inicio de la cascada de senalizacion
de apoptosis en la célula es la translocacion del citocromo ¢ hacia el citosol.
Ademas, el estado redox del citocromo c¢ juega un papel fundamental en los
procesos bioldgicos; el citocromo c férrico se relaciona con el estado pro-apoptotico

y el citocromo c ferroso con el estado de pro-supervivencia (Brown et al., 2008).

Otro aspecto relevante del citocromo ¢ son sus interacciones con componentes de
la membrana celular como la cardiolipina (Basova et al., 2007). La cardiolipina es
un fosfolipido aniénico, que conforma aproximadamente del 15% al 20% de la
membrana interna mitocondrial. Presenta una diversidad de funciones, destacando
su influencia sobre la estructura y funcién de la membrana interna mitocondrial. Se
ha sugerido que la cardiolipina favorece el plegado de la membrana y podria fungir
como un transportador lateral de protones de los complejos hacia la ATP sintasa,
debido a su caracteristica aniénica (Pennington et al., 2019). La interaccion entre el
citocromo c y la cardiolipina forman el complejo citocromo c:cardiolipina alterando
el estado redox y la actividad peroxidasa del citocromo c¢. Una alteracion en la
interaccion del complejo citocromo c:cardiolipina se ha relacionado con la liberacion
del citocromo c de las mitocondrias, lo cual, es un paso fundamental en el inicio de
la apoptosis celular (Basova et al., 2007; Lagoa et al.,, 2017). Por lo tanto, la
influencia de la quercetina sobre el estado redox del citocromo c¢ podria estar

relacionada con el mecanismo citotoxico de la quercetina. Sin embargo, se ha
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reportado que la suplementacién de concentraciones bajas de quercetina (10 uM)
no afectan la uniéon del complejo citocromo c:cardiolipina (Lagoa, et al., 2017). En
este estudio ya se reporté que la suplementacion de concentraciones bajas de
quercetina (0.1 uM, 1 uM y 10 uM) influyen de manera negativa sobre el crecimiento
celular de S. cerevisiae y la suplementacién con 100 uM de quercetina no afecta el

crecimiento celular, presentando un comportamiento similar al control (Figura 9).

En conjunto, los resultados que se han presentado, sugieren que el efecto citotoxico
por la suplementacion de quercetina, depende principalmente de la disfuncion
mitocondrial, ocasionada por una limitacién en el paso de electrones a través de la

cadena transportadora de electrones.

Sin embargo, la evidencia no permite discriminar la influencia de la generacién de
ROS y el estado redox del citocromo ¢ sobre el efecto citotdxico de la quercetina,
ya que se han observado tendencias similares en medios suplementados con altas
y bajas concentraciones de glucosa. Esto se ejemplifica con la disminucion en la
actividad de los complejos Il y 1V, alteracién de la generacién de ROS y limitacién
en la generacion de ATP. Por su parte, el consumé de oxigeno solo presenté una
disminucion significativa en bajas concentraciones de glucosa, y que a estas
concentraciones el metabolismo respiratorio es la principal fuente de ATP, mientras
que altas concentraciones de glucosa favorecen el metabolismo fermentativo. Se
sugiere que en concentraciones altas de glucosa la limitacion del crecimiento celular
podria estar relacionado con aspectos como la generacion de ROS y el estado redox
del citocromo c. Mientras que la limitacion del crecimiento celular ocasionada por la
suplementacion con quercetina, en bajas concentraciones de glucosa, podria ser
atribuido principalmente a la limitacién de la CTE, de manera especifica sobre la
fosa de ubiquinona o citocromo c. Por otra parte, un aspecto relevante dentro del

efecto citotdxico de la quercetina es su internalizacién a la célula.
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6.4 Efecto de la quercetina sobre la membrana celular en S. cerevisiae

La internalizacion de la quercetina es un paso fundamental para su mecanismo de
accion, se ha sugerido que la quercetina podria estar interactuando con las cabezas
polares de los fosfolipidos que conforman las membranas celulares y mitocondriales
(Hendrich et al., 2002; KoSinova et al., 2011). Ademas, se ha sugerido que la
quercetina altera la permeabilidad de las membranas celulares, ocasionando una
alteracion en la fluidez de la membrana celular (Kreczmer et al., 2021; Dini &
Grumetto, 2022; Meleleo et al., 2023). Por lo anterior, se evalud el efecto de la
suplementaciéon con quercetina sobre la morfologia celular empleando microscopia
de fuerza atémica. Los resultados muestran que la suplementacién con quercetina
(0.1 uM y 100 M) no afecta de manera significativa la morfologia de S. cerevisiae,
esto con base en el analisis de rugosidad. Cabe mencionar que empleando las
bacterias Escherichia coli y Listeria monocytogenes se observdo que, la
suplementacién con quercetina (como agente fotosensibilizante) y la aplicacién de
un tratamiento fotodinamico (luz azul a 405 nm de longitud de onda y con un flujo
radiante de 10 mW) de manera independiente, no afectaron la integridad de la
membrana. Sin embargo, al emplearse en conjunto se observaron poros en la
membrana y un incremento de la captacion de quercetina por parte de las células;
destacando que el daino membranal causado fue atribuido a la generacién de ROS
(Lee et al., 2022). Cabe destacar que el tratamiento fotodinamico se fundamenta en
la suplementacién de un agente fotosensibilizante que es irradiado con una longitud
de luz especifica causando la generacién de ROS (Prado-Silva et al., 2022). En
conjunto estos datos sugieren que, a pesar de la interaccidon reportada entre la
quercetina y los fosfolipidos de la membrana, la suplementacién de concentraciones
de 0.1 uMy 100 pM de quercetina podrian alterar la fluidez, sin causar la generacion

de poros sobre la membrana celular.
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Figura 16. La morfologia de S. cerevisiae no es afectada por la suplementaciéon de quercetina. Se
evalud la influencia de la suplementacion de quercetina sobre la morfologia de S. cerevisiae
empleando microscopia de fuerza de atémica en medio SC suplementado con 0.1% y 5% de glucosa
(p/v). Se muestra la desviacion estandar de tres experimentos independientes analizados empleando
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett versus el control; ANOVA: andlisis de varianza;
ns: no significativo.

6.5 Efecto antifungico del recubrimiento comestible

Los polifenoles son compuestos producidos por una amplia variedad de plantas,
principalmente, como mecanismo de defensa frente a diversas condiciones de
estrés bidtico y abidtico (Stiller et al., 2021). Estos compuestos presentan una
diversidad de propiedades biolégicas, destacando sus efectos benéficos sobre la
salud como propiedades antioxidantes, anticancerigenas, neuroprotectoras
(Overman et al.,, 2011; Sato & Mukai, 2020). Sin embargo, también presentan
efectos citotoxicos induciendo apoptosis en diversos organismos como levaduras y
hongos (Nguyen & Bhattacharya, 2022). Su efecto citotoxico ha sido relacionado
con su influencia sobre factores apoptaticos, limitacion del metabolismo respiratorio
y la generacion de especies reactivas de oxigeno. Por lo cual, en los ultimos afos
diversas investigaciones se han enfocado en la actividad antimicrobiana de diversos
polifenoles, entre los que destaca la quercetina. Se ha reportado que la quercetina
es un potente agente antimicrobiano frente a patdgenos bacterianos, virales y

fungicos (Nguyen & Bhattacharya, 2022). Con base en esta informacion se optd por
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evaluar el efecto antifungico de la quercetina incorporada en la formulacion de un
recubrimiento comestible a base de quitosano al 1% (p/v) y almidén oxidado al 4 %
mezclados en una proporcién 4:1 (almidén oxidado:quitosano; p/p) suplementado
con diferentes concentraciones de quercetina (40, 80, 120, 160 y 200 pM)
emulsificada en Tween 80 al 20% v/v.

Con la finalidad de extrapolar los datos a una aplicacion en frutos, se realizé la
evaluacion del efecto antifungico de la quercetina empleando la solucion filmogénica
y el recubrimiento mediante la determinacion de los halos de inhibicién. Los
resultados muestran que la suplementacién con quercetina (40, 80, 120, 160 y 200

MM) no presenta un efecto inhibitorio frente al hongo C. gloeosporioides.

Control 40 uM 80 uM

200 uM

Figura 17. La quercetina no afecta la esporulacion de C. gloesporoides. Se evalué el efecto
antifingico de la quercetina a diferentes concentraciones (40, 80, 120, 160 y 200 uM) sobre la
esporulacién de C. gloesporoides, dependiente del halo de inhibicion. Se inoculd por extension en
superficie 1 x10* esporas/mL, en disco de papel filtro se colocaron 20 uL de la solucion filmogénica
conteniendo (40, 80, 120, 160 y 200 uM). Las cajas se incubaron a 27 °C durante 5 dias.
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Cabe destacar que debido a la formulacion del recubrimiento se opté por emplear
Tween 80 al 20% como agente emulsificante para disolver la quercetina, lo cual
limitd la concentracidon maxima de quercetina a 200 pM.

A pesar de que existe evidencia del efecto antifungico de la quercetina en diversos
hongos, los resultados obtenidos pueden estar relacionados con mecanismos de
resistencia de los hongos (Figura 17). Se ha descrito una correlacion entre la
capacidad antifungica y la capacidad lipofilica de los flavonoides. Por lo cual, una
de las principales estrategias de resistencia de los hongos se basa en aumentar la
propiedad hidrofilica de los flavonoides. Un estudio empled el hongo Rhizopus
azygosporus frente a la suplementacion de naringenina (220 uM) y quercetina (200
uM), las cuales no afectaron el crecimiento celular en comparacién con el control.
Se observé que la quercetina retraso el crecimiento celular en una fase inicial, pero
transcurridas 180 h no se presentd una diferencia en el crecimiento celular
comparado con el control (Gonzales et al.,, 2016). Estos datos evidencian la
capacidad de algunos hongos para metabolizar flavonoides antifungicos en sus
derivados mas hidrofilicos que exhiben una menor toxicidad. Si bien la quercetina
de manera individual no presento efecto antifungico, esta se ha empleado en
conjunto con otros compuestos como el fluconazole reportando efecto antifungico

frente a Candida tropicalis (da Silva et al., 2014).
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7. CONCLUSIONES

La suplementacion con quercetina afecta negativamente el crecimiento celular
respiratorio de S. cerevisiae, asociado a una disfuncién mitocondrial. Esto ocasiona
una disminucién de la respiracion mitocondrial, una limitacion en la generacion de
ATP y un incremento en la concentracion de anion superoxido, debido a la reduccion
de la actividad de los complejos Il y IV. Los resultados sugieren que el sitio de accion
de la quercetina es la fosa de ubiquinona y/o el citocromo c en S. cerevisiae.

La quercetina puede mantener su mecanismo de accidbn en diversos
microrganismos. Sin embargo, el nulo efecto antifungico reportado en este trabajo
esta relacionado con un mecanismo de resistencia que impide que la quercetina
interactue con las mitocondrias. Este efecto podria ser abordado empleado un
tratamiento o agente que induzca poros en las membranas para facilitar la

incorporacion de la quercetina a la célula.
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