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RESUMEN
Efecto de un extracto de pitaya sobre la inhibicién del crecimiento
de S. cerevisiae y la nefrotoxicidad en ratas, inducidos por
cisplatino
El cisplatino es un antineoplasico usado para el tratamiento de tumores sélidos.
Este compuesto tiene un alto potencial de nefrotoxicidad causada principalmente
por la generacion de estrés oxidante, a través del incremento en las especies
reactivas de oxigeno, principalmente el ion superoxido (O2"). Algunos estudios han
comprobado que hay compuestos bioactivos que ayudan a contrarrestar los
efectos oxidantes inducidos por cisplatino. Estos compuestos bioactivos se
encuentran en frutas como la pitaya, fruto endémico de México y que ha sido poco
estudiado. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de un
extracto de jugo de pitaya sobre la nefrotoxicidad e inhibicién del crecimiento
celular inducido por el cisplatino. El estudio se realiz6 en dos modelos
experimentales, ratas y levaduras. Ratas Wistar expuestas a cisplatino
presentaron disfuncién renal, ya que se detect6 un incremento en los niveles de
creatinina plasméatica y nitrdgeno ureico sanguineo, ademas de un aumento
significativo en los niveles de lipoperoxidaciéon, aunque no hubo cambios
estadisticamente significativos en la actividad de las enzimas antioxidantes. El
tratamiento con el extracto de jugo de pitaya (4mL/dia) previno la disfuncion renal
y lipoperoxidacion, probablemente por un aumento de los niveles de 6xido nitrico
(vasodilatador) que pudiera intervenir en el efecto renoprotector. Por otro lado, en
Saccharomyces cerevisiae el cisplatino, en diferentes concentraciones, inhibio el
crecimiento celular. Este crecimiento celular se recuperé cuando las levaduras
fueron tratadas con el extracto de jugo de pitaya. Por lo tanto, el cisplatino causa
disfuncion renal en ratas e inhibicién del crecimiento celular en levaduras, efectos

gue disminuyeron cuando se uso el extracto de jugo de pitaya.

Palabras clave: Antineoplasico, disfuncion renal, inhibicion de crecimiento, 6xido

nitrico, pitaya.
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ABSTRACT
Effect of a pitaya extract on the inhibition of S. cerevisiae growth

and nephrotoxicity in rats, induced by cisplatin.
Cisplatin is an antineoplastic agent for solid tumors treatment. This compound has
a high nephrotoxicity potential caused mainly by the generation of oxidative stress,
through the increase in reactive oxygen species, mostly superoxide ion (O2").
Some studies have shown that there are bioactive compounds that help to reduce
the oxidative effects induced by cisplatin. These compounds can be found naturally
in fruits such as pitaya, a poorly studied endemic fruit from Mexico. Therefore, this
work aim was to determine the protective effect of a pitaya juice extract on the
nephrotoxicity and inhibition of cell growth induced by the cisplatin. The study was
done in two experimental models, rats and yeast. Wistar rats exposed to cisplatin
presented renal dysfunction evaluated by an increase in the levels of creatinine
and by the detection of blood urea nitrogen. In addition, there was a significant
increase in the levels of lipid peroxidation but no statistically significant changes in
antioxidant enzymes activities. The treatment with pitaya juice extract (4mL/day)
was able to prevent renal dysfunction, possibly by the increase of nitric oxide levels
(vasodilator), which may allow a renoprotective effect. On the other hand, different
doses of cisplatin caused growth inhibition in Saccharomyces cerevisiae. This cell
growth was recovered when yeast was treated with pitaya juice extract.
Therefore, cisplatin causes renal dysfunction in rats and inhibition of cell growth in

yeast, both effects are diminished by pitaya juice extract administration.

Key words: Antineoplastic, renal dysfunction, growth inhibition, nitric oxide, pitaya.
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1. INTRODUCCION

Los rifiones son Organos vitales que realizan distintas funciones para mantener la
sangre limpia y quimicamente equilibradal. Estos 6rganos juegan un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis mediante la regulacion del
equilibrio hidroelectrolitico, la regulacion de la osmolaridad de los liquidos
corporales y de las concentraciones de los electrolitos, la regulacion del equilibrio
acido-base, la excrecion de los productos de desecho del metabolismo y de las
sustancias quimicas extrafias, entre otras funciones. Estos procesos se llevan a
cabo a través de su unidad funcional, la nefrona, en sus diferentes segmentos:
glomérulo, tabulo proximal, asa de Henle, tdbulo distal, conductos conectores y

colectores?.

1.1 Insuficiencia renal aguda

La insuficiencia renal aguda (IRA) se define como una brusca disminucion en el
filtrado glomerular (FG), con cumulo de productos de degradacion e incapacidad
de mantener la homeostasis hidroelectrolitica®. En el estudio “Epidemiologia de la
Insuficiencia Renal en México”, dado a conocer por la Secretaria de Salud en el
2010, se destac6 que cada afio se suman, al menos 40,000 nuevos casos de IRA
en el pais. Sin embargo, debido a una falta de cultura de prevencion, éste
padecimiento ha tenido un crecimiento acelerado en los ultimos afios (11% anual),
lo que ha llevado a duplicar la incidencia en la poblacién mexicana como lo reporta
un estudio comparativo del Sistema de Datos Renales de Estados Unidos®. De
acuerdo con este estudio, México tiene una de las tasas mas altas de incidencia,
>500 enfermos por cada millén de habitantes®. El Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia en el 2017, sefialé que la insuficiencia renal aguda es la 5ta. causa de
muerte entre la poblacion mexicana, ya que anualmente mueren cerca de 12 mil
personas por complicaciones derivadas de la insuficiencia renal®. Las causas de la

IRA son multiples, entre ellas se encuentran: diabetes mellitus, hipertensién



arterial, glomerulopatias, hipovolemia, infecciones, sepsis, el uso de diversos
farmacos considerados agentes nefrotéxicos, entre otros?.

El riidn es una de las principales vias de eliminacién de los farmacos y otros
productos de degradacion (alimentos y tejidos activos, como los muasculos), y por
ello, facilmente vulnerable!. Los glomérulos y los tubulos proximales son los mas
frecuentemente afectados®. Entre los farmacos nefrotéxicos se destaca el uso de
antiinflamatorios no  esteroideos, antibidticos, Inmunosupresores y
quimioterapéuticos?. Estos Ultimos, conllevan una serie de efectos secundarios
debido a que no sélo ejercen su efecto sobre las células tumorales, sino también
sobre células sanas. Entre los quimioterapéuticos mas utilizados en la practica
clinica en México, se encuentra el cisplatino, con un alto potencial de

neurotoxicidad, ototoxicidad, hepatotoxicidad y nefrotoxicidads®.

1.2 Cisplatino

El cisplatino (CP), cis-diaminodicloroplatino (II) (Fig. 1), es un compuesto de
platino con formula [PtCl2 (NHs)2] utilizado para el tratamiento de cancer. La
quimioterapia basada en platino es curativa en la mayoria de los pacientes con
cancer de ovario, vejiga, cuello uterino, cabeza, cuello y pulmén’. A pesar de su
efecto antineoplasico, el uso clinico esta limitado ya que aproximadamente el 20%
de los pacientes que reciben el tratamiento de CP desarrollan una disfuncion renal
grave, que a menudo conduce a IRA8, la cual, se caracteriza por un incremento de
creatinina sérica y de nitr6geno ureico sanguineo (BUN), alteraciones de la
hemodinamia, caida de la tasa de filtracion glomerular, asi como hipomagnesemia
e hiperuricemia, antes de que se produzca una necrosis tubular®®. La
nefrotoxicidad se asocia con la acumulacion de CP en los rifiones, la cual es cinco
veces mayor en comparacion con otros tejidos. Aunque los compuestos de platino
estan unidos a las proteinas en el plasma, la mayoria del CP no esta unido y se
filtra libremente por el glomérulo. Después de la filtracion, las células renales
secretan CP de la sangre a la luz tubular, por lo que los efectos toxicos ocurren

principalmente en los tlbulos proximales renales?8.



1.2.1 Mecanismo de accion del CP

El CP se inyecta por via intravenosa. Una vez en el suero sanguineo se cree que
el compuesto entra en las células, dada su carga total neutra, por difusién pasiva a
través de la membrana celular, ya que su captacion es lineal, no saturable y no se
observa competencia con analogos de platino’. Una vez en el interior de la célula,
uno de los atomos de cloro del CP se reemplaza por una molécula de agua,
formando el cation [Pt (H20) (NHs)2 Cl]+ que al estar cargado positivamente, no
puede salir de la célula. Este catibn puede reaccionar con las macromoléculas
intracelulares originando aductos con proteinas, RNA y DNA. El DNA es la diana
principal del CP, de modo que, el &tomo de platino forma enlaces covalentes con
la posicion N7 de las bases de purina para formar entrecruzamientos 1,2 6 1,3
intra-hebra y en menor porcentaje, entrecruzamientos entre hebras’. Estas
uniones hacen que la cadena de DNA se distorsione y este cambio es reconocido
por el sistema de reparacion de errores de apareamiento (MMR). Las proteinas del
sistema MMR reconocen los aductos de CP en la cadena molde y tratan de
reparar el dafio en la cadena de nueva sintesis. Esta reparacion puede causar la
acumulacion de cadenas apareadas incorrectamente generando una detencion del

ciclo celular y/o una sefial de apoptosis’+°.

1.2.2 Nefrotoxicidad del CP

El sistema de transporte celular del CP en el rifion, estd mediado por el
transportador organico de cationes 2 y el transportador de cobre 12. El 60% de CP
administrado es recuperado por los lisosomas de la membrana apical,
contribuyendo al aumento de la concentracion de CP en las células epiteliales del
tibulo renal proximal, principalmente al segmento S3 del tibulo proximaltt12, El
CP se acumula en las mitocondrias de estas células generando especies reactivas
de oxigeno (EROs) como el peréxido de hidrogeno (H2032), el radical hidroxilo (OH-
) y el anién superoxido (O27). Las EROs son altamente reactivas en la célula e

interactdan con los acidos nucleicos, proteinas y lipidos, causando asi un amplio



espectro de dafos. Estas especies son productos del metabolismo normal celular.
El problema reside cuando las concentraciones de EROs se incrementan
induciendo un estrés oxidante, lo cual activa los sistemas de defensa’*? como:
enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPXx),
glutation transferasa (GT), glutation reductasa (GR), catalasa (CAT)), y
mecanismos de defensa no enzimaticos (glutation (GSH), coenzima Q,
ubiguinona). Sin embargo, el CP reduce la expresion del factor nuclear eritroide-2-
asociado al factor 2 (Nrf2), el cual induce la expresion de genes que codifican
proteinas citoprotectoras como las enzimas antioxidantes, encargadas de reducir
los niveles de EROs y evitar asi el dafio celular''??, Por otro lado, diferentes
estudios han demostrado la accion directa del CP sobre la activacion de la familia
de proteinas del linfoma de células B 2 (Bcl 2). Tales proteinas son
proapoptoticas, tratandose de proteinas como Bcl 2-asociadas a proteinas x (Bax)
y Bcl 2-antagonist/killer 1 (Bak). La activacion de esta ruta apoptoética conlleva a
una alteracion en la permeabilidad de la mitocondria, provocando una liberacion
de citocromo c, asi como la activacion de las caspasas 3 y 9, siendo las enzimas
responsables de la apoptosis en las células”1?.

El CP, se ha usado ampliamente en diferentes modelos experimentales'®14, con el
fin de estudiar y prevenir los efectos secundarios a su aplicacion. Entre estos
modelos se encuentra S. cerevisiae, que presenta un metabolismo
predominantemente fermentativo en condiciones aerdbicas y se considera un
modelo eucariota para explorar el complejo mecanismo de respuesta frente a
estrés oxidante!®>. Ademas de los oxidantes, como el H202 o menadiona, los
metales u otros compuestos que contienen metales, como el CP, también inducen
la respuesta a estrés oxidativo en las células de levaduras.

Por otra parte, en ratas, se ha observado la presencia de disfuncion y deterioro de
la estructura de la mitocondrial, el agotamiento del sistema de defensa
antioxidante y la muerte celular por apoptosis’.

Al mismo tiempo, se han descrito maniobras terapéuticas efectivas para proteger
ylo prevenir de los efectos adversos del CP, como el uso de pirazol, compuesto

organico encontrado principalmente en la especie de planta Rhizophora apiculata



y el uso de la curcumina, compuesto fendlico presente en la planta Curcuma
longa?'?. Sin embargo, ademas de su disponibilidad es reducida, ninguno de estos

compuestos se encuentra en la dieta comun de los mexicanos.

1.3 Stenocereus sp. (Pitaya)

El género Stenocereus, son cactus columnares de las regiones aridas y
semiaridas de México que producen un fruto comestible llamado pitaya (Fig.
2)16.17 Este fruto se ha utilizado para la produccién de mermeladas, nieves y
bebidas debido a su importante valor nutricional, es rico en fibra y en proteina en
comparaciéon con otros frutos, presenta muy bajo valor calérico. Hasta ahora, las
investigaciones realizadas en pitaya se han enfocado en la caracterizacion de la
composicién quimica y en el fenotipo de los frutos. Garcia-Cruz et al., (2012)
estudiaron el contenido de compuestos bioactivos, principalmente betalainas
(betacianinas y betaxantinas) y compuestos fendlicos, asi como la actividad
antioxidante de la pulpa de dos variedades de pitaya. Ellos observaron que el
contenido de betalainas en la pitaya es diferente entre las dos variedades de
frutos analizados (pitaya roja y anaranjada). Ademas que existe una mayor
proporcién de betalainas en comparacién con fenoles solubles totales (347.30
+20.98 vs 166.5 + 14.40 mg equivalentes de &cido galico/100g de pulpa fresca),
por lo que concluyen que las betalainas son los compuestos que mas contribuyen
a la actividad antioxidante?®,

En estudios etnobotanicos de la Mixteca Baja, han reportado que la pitaya se
utiliza en patologias como diabetes mellitus, hipertensién arterial y le han atribuido
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes®. A pesar de esto,
se considera un fruto poco estudiado y aprovechado por lo que seria interesante
evaluar si hay efectos funcionales en el tratamiento de ciertas patologias
asociadas a dafio por inflamacion, bacterias y/o estrés oxidante. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es determinar el efecto de un extracto de jugo de pitaya
(EJP) sobre la inhibicion del crecimiento celular en S. cerevisiae y la nefrotoxicidad

en ratas Wistar, inducidos por CP.



2. Materiales y Métodos

2.1Reactivos y medios de cultivo

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA.): CP
[Cis-diaminoplatino (Il) dicloruro], L-glutatién reducido (GSH), L-glutation disulfuro
(GSSG), glutation reductasa (GR), B-nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH), albumina de suero bovino, 1l-metil-2-fenilindol (1IM2F) y 1, 1, 3, 3-
tetrametoxipropano (TMPO). De Fluka (St. Louis, MO, EUA): Xantina, xantina
oxidasa, nitroazul tetrazolio (NBT), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) y dimetil
sulfoxido. De JT Baker (Xalostoc, Edo. México, México): peréxido de hidrogeno
(H202). Se adquirié una solucion de formaldehido al 37% de Fermont (Monterrey,
NL, México). De Spinreact (Girona, Espafia) se obtuvieron los kits comerciales
para la medicion de nitrdgeno ureico sanguineo (BUN) (Sera-pak urea) y
creatinina (Sera-pak creatinina). Todos los demés reactivos fueron de grado
analitico y disponibles comercialmente. El kit comercial para el ensayo de 6xido
nitrico (NO) fue de BioAssay Systems (Hayward, CA, E.U.A).

La cepa utilizada de S. cerevisiae fue BY4742. Las células de levadura se
cultivaron en medio rico YPD liquido (extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L
y glucosa 2% (p/v)). Para el medio sélido afiadimos agar 20 g/L (Sigma-Aldrich).
Cuando se requirid, el medio rico YPD liquido y el medio sélido fueron
suplementados con carbenicilina y estreptomicina en una concentracién inicial de

100 mg/mL. El CP fue utilizado a una concentracion inicial de 200 mM en DMSO.

2.2 Extracto de jugo de pitaya (EJP)

Los frutos de pitaya se obtuvieron durante la temporada de abril-mayo del 2018 en
el mercado de Santa Maria del Rio, San Luis Potosi (21°48'N 100°45'0). Se
seleccionaron frutos sanos, sin dafio aparente ni manchas. La pitaya fue pesada
con (4.5 kg) y sin cascara (2.47 kg), la cual fue retirada manualmente. El jugo de
pitaya se extrajo usando un colador con un tamiz de poro de diametro de 1.0 mm

para eliminar las semillas (1.5 L). Finalmente, el jugo fue centrifugado en una



centrifuga (BECKMAN COULTER, Avanti J-20i) por 10 min a 15,000 x g a 10°C
20, El sobrenadante fue usado como extracto (950 mL), el cual fue almacenado en

alicuotas de 50 mL a -80°C hasta su uso.

2.3 Ensayos de la actividad antioxidante del EJP in vitro

2.3.1 Ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC).
Para el ensayo se utilizaron 25 pL de EJP o de Trolox (1ImM) como estandar, a los
cuales se les adicion6 150 pL de fluoresceina (4 uM) y se incubé por 30 min a 37
°C. Posteriormente se afadieron 25 pL de 2,2-azobis (2-aminopropanon) [APPH
(153 mM)] e inmediatamente se midio la fluorescencia por 60 min a 485 nm de
excitacion y 520 nm de emisién?! utilizando un lector de microplacas multimodo
Synergy HT (Biotek instruments, Winooski, VT, EUA). Los resultados se expresan

como Trolox equivalente/ g de muestra fresca.

2.3.2 Ensayo de capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP)
Basicamente, a una muestra de 30 uL de EJP o de amortiguador de acetatos (300
mM, pH 3.6, 0% de atrapamiento) se le adicion6 300 pL de una mezcla de
reaccion [Tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM, FeCl; 20 mM vy
amortiguador de acetatos 300 mM, pH 3.6]. La mezcla se incubd por 15 min a
temperatura ambiente, la reduccion de hierro a pH bajo produce un complejo
ferroso con TPTZ color azul. La intensidad del color formado es directamente
proporcional a la cantidad del producto formado y se estima registrando la
absorbancia a 593 nm. Los resultados se expresan como Trolox equivalente / g de

muestra fresca??.



2.4 Disefio experimental (Saccharomyces cerevisiae)

2.4.1 Ensayo de sensibilidad de S. cerevisiae a CP

Se inocularon 5 mL de medio rico YPD con la cepa BY4742 de S cerevisiae. El
cultivo se incub6 a 28°C durante 48 h con agitacion constante. Posteriormente, se
ajustaron 5 mL de medio YPD fresco a una ODsoonm de 0.5 y se agregaron las
concentraciones de CP a evaluar (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.5, y 3 mM). Como control del
efecto toxico del DMSO en la levadura se agreg6 el volumen mas alto utilizado
para disolver 3 mM de CP. Se realizan exposiciones durante 2, 4, 8 y 12 h. Al
terminar cada tiempo de exposicion, se centrifugd 1 mL de cada cultivo. El pellet
fue lavado y resuspendido en 1 mL de agua destilada estéril. Se ajustd la ODesoonm
a 0.5 y se realizaron diluciones logaritmicas seriadas en una caja de 96 pozos
hasta la dilucion 10° (Fig. 3). Una vez realizadas las diluciones, se colocaron
volumenes iguales de cada dilucion por goteo en YPD sdlido. Las cajas de petri se
incubaron a 28°C durante 48 h.

2.4.2 Ensayo de proteccion del EJP en S. cerevisiae expuesta a CP
Se trataron las células de S. cerevisiae BY4742 con tres concentraciones de CP
(0, 1.5 y 3 mM) y se les administr6 tres dosis de EJP (0, 1y 2 mL) en 3 formas:
como pre-tratamiento (pre-Tx) a la exposiciéon de CP, tratamiento (Tx) durante la
exposicién a CP y ambos esquemas (pre-Tx y Tx) (Fig. 4). Para lo anterior, tres
tubos con 5 mL de medio rico YPD fueron inoculados con la cepa BY4742, a los
cuales se les administr6 3 dosis de EJP (0, 1 y 2 mL). Ademas, para quitar los
posibles microorganismos contaminantes, se les agregd una concentracién de
carbenicilina y estreptomicina (1:1) de 100 pl/mL. Los cultivos se incubaron a 28
°C durante 48 h con agitacion constante. Posteriormente, de cada pre-Tx, se
ajustaron 5 mL de medio YPD fresco a una ODsoonm de 0.5, se agreg6 0, 1.5,y 3
mM de CP y se administraron 0, 1 y 2 mL de EJP nuevamente. Se dejaron crecer
a 28°C por 4 h en agitacion constante. Al terminar el tiempo de exposicion, se
centrifugd 1 mL de cada cultivo. El pellet fue lavado y resuspendido en 1 mL de

agua destilada estéril. Se ajustdo la ODsoonm a 0.5 y se realizaron diluciones



logaritmicas seriadas (1:10) en tubos eppendorf hasta obtener 1x102 cel/mL. Se
platearon 200 pL y 150 pL de la dilucién que tiene 1x10° cel/mL y 50 uL de la
diluciéon que tiene 1x10% cel/mL en cajas de petri separadas con YPD solido
adicionado con estreptomicina y carbenicilina. Se incubaron a 28°C durante 48 h'y
se realizé el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC). El ensayo se

realiz6 por triplicado biologico y técnico.

2.5 Disefio experimental (murino)

Ensayo 1: Determinacion de la dosis renoprotectora del EJP: se llevo a cabo una
curva dosis respuesta, en donde se incluyeron 20 ratas Wistar macho (200 a 250
g) que se alimentaron con una dieta estdndar y agua purificada estéril, bajo la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062—Z00-1999) y con la aprobacién de la
Comisioén de Bioética y Manejo de Animales del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica, A. C., con numero de protocolo 007 del 17 de septiembre
del 2017. Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos (n=4): el
primer grupo recibié solucién salina intraperitoneal (i.p) como vehiculo (V) y el
segundo grupo recibié una sola dosis de CP (6 mg/Kg; i.p). Los restantes tres
grupos recibieron CP en el mismo esquema y dosis, y ademas diariamente se les
administré 4, 6 y 8 mL del EJP, respectivamente. La administracién de EJP fue por
via orogastrica (v.0), 3 dias previos y 3 dias posteriores a la administracion de CP.
A las 72 horas de la administracion de CP las ratas se anestesiaron con
pentobarbital sédico (90 mg/Kg, i.p) y fueron sacrificadas. Se recolecté una
muestra de sangre de la aorta en tubos heparinizados, la cual se utilizé para los
estudios fisiolégicos. Posteriormente, se extrajo el rifidén izquierdo, el cual fue
congelado inmediatamente en nitrogeno liquido para analisis bioquimicos y de
Western blot. El rifion derecho fue macroscopicamente seccionado de manera
transversal, se fij6 en formaldehido al 10% para posteriormente realizar analisis
histolégicos.

Ensayo 2. Evaluacion del EJP para prevenir la nefrotoxicidad: Una vez que se
establecié que 4 mL/dia de EJP ejercia un efecto renoprotector, se incluyeron 24
ratas Wistar macho divididas aleatoriamente en 4 grupos (n=6), el primer grupo (V)
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recibio solucién salina (i.p), el segundo grupo sélo recibio EJP (4mL/dia, v.0), y el
tercer y cuarto grupo recibieron una sola dosis de CP (6mg/Kg, i.p). Ademas, el
cuarto grupo recibié EJP (4mL/dia, v.0). De igual manera, fueron sacrificadas 72
horas después de la administracién del CP. Se recolectaron muestras de sangre y
tejido renal para realizar los mismos estudios fisiolégicos, bioquimicos e

histopatologicos como en el primer ensayo de curva dosis-respuesta.

2.6 Estudios fisiolégicos

2.6.1 Niveles de creatinina sérica y BUN
Para evaluar la disfuncién renal, las muestras de sangre obtenidas fueron
centrifugadas a 5,000 rpm durante 10 minutos, se colectdé el plasma y se
guardaron a -20°C para posteriormente medir los niveles de creatinina sérica y
BUN mediante espectrometria y kits comerciales, los cuales estdn basados en
ensayos colorimétricos. La medicion de BUN y el nivel de creatinina se realizaron

con el protocolo estandar?3.

2.6.2 Niveles de 6xido nitrico (NO)
Se determinaron en muestras de tejido renal (100 mg) que fueron homogenizadas
en 1 mL de amortiguador de fosfatos-salina (PBS; pH 7.4). Se centrifugaron a
10,000 x g a 4 °C, recuperando el sobrenadante para el ensayo. Este ensayo se
utilizé para medir la produccibn de NO, potente vasodilatador, luego de la
reduccion de nitrato a nitrito utilizando el método Griess. El nitrito es detectado por
la formacion de un color rojo rosado a 540 nm. Los resultados se expresaron en

pmol/ug de proteina.

2.7 Estudios Bioquimicos

2.7.1 Niveles de malondialdehido (MDA)
Se pesaron 100 mg de tejido renal y se homogenizaron en 1 mL de amortiguador
de PO4 (50 mM, pH 7.4) suplementado con 10 pL de butil-hidroxitolueno (BHT, 0.5
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mM). Las muestras se centrifugaron a 3,000 x g durante 10 min a 4°C, se colecto
el sobrenadante y se guardd a -80°C hasta su uso. Posteriormente se llevo a cabo
el ensayo, primero se preparé una solucion de trabajo de 1-metil-2-fenilindol
(IMF2; 15.4 mM), en una mezcla de acetonitrilo-metanol (3:1). Se realiz6 una
curva estandar de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO) a concentraciones de 0,
0.74, 1.48, 2.96, 5.91, 11.82, 23.64 nmol/mL. Se tomaron 200 pL de cada estandar
y homogenado de las muestras, se adicionaron 650 pL de la solucién 1IMF2 y 150
puL de HCI concentrado. Las muestras y la curva de TMPO fueron incubadas a
45°C durante 40 min. Después fueron centrifugadas a 3,000 x g por 5 min a 4°C.
Finalmente se tomé lectura mediante espectrofotometria a una absorbancia de
586 nm.

2.7.2 Actividad de enzimas antioxidantes
Se determinaron en homogenados renales, los niveles de actividad de enzimas
antioxidantes. La actividad de catalasa (CAT) se analizé6 mediante la desaparicién
de H,O, 10 mM a 240 nm, los resultados se expresaron en k/mg de proteina,
siendo k la constante de reacciéon de primer orden 2* . Para el caso de la
superéxido dismutasa (SOD) se realizé6 un ensayo de inhibicién utilizando el
sistema generador de aniones superédxido xantina-xantina oxidasa para reducir
NBT como molécula indicadora, los resultados se expresaron como U/mg de
proteina 2°. El contenido de proteina total se determiné usando el método

colorimétrico de Lowry?5.

2.8 Métodos estadisticos

Todos los datos fueron expresados como media + error estandar. La importancia
de las diferencias entre los grupos se evalu6 usando ANOVA de una via y para
multiples comparaciones se utilizé la prueba Bonferroni. Los valores se
consideraron significativos si p<0.05. Los datos se analizaron usando el software
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA 92037 USA).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante del EJP “in vitro”.

Diversos estudios han descrito que la pitaya es un fruto con un gran contenido de
compuestos fitoquimicos bioactivos como fenoles, carotenoides, glucésidos y
betalainas, lo cual le aporta una actividad antioxidante importante!8272, Con base
en el estudio de Garcia-Cruz et al. (2012), donde le atribuyen una actividad
antioxidante a los compuestos fendlicos y a las betalainas contenidas en la pitaya,
se evaluo la capacidad antioxidante mediante los ensayos de ORAC y FRAP de
un EJP fresco y otro congelado por 5 meses. En la Tabla 1 se muestra que el EJP
congelado fue 1.3 veces mas capaz de atrapar radicales de oxigeno y 2.4 veces
mas capaz de reducir iones Fe3* a Fe?* en comparacion del EJP fresco. Ademas,
se midi6 la capacidad antioxidante de un EJP filtrado el cual fue 1.2 veces menos
capaz de atrapar radicales de oxigeno y 1.7 veces menos capaz de reducir iones
Fe3* a Fe?* en comparacion del EJP congelado. De acuerdo con nuestros
resultados, el almacenamiento del EJP a -80°C por 5 meses conservé e incluso
mejor6 su capacidad antioxidante en comparacion del EJP fresco. Este
comportamiento en extractos ha sido reportada por varios autores, quienes la han
relacionado con la reduccion de la accidon enzimética por la baja temperatura, en
especifico la actividad de la polifenoloxidasa?®3. A este respecto, Ochoa, et al.
(2012) evaluaron el efecto del almacenamiento a diferentes temperaturas sobre la
calidad de tuna roja [Opuntia ficus indica (L.) Miller]. Es decir, el fruto se almacend
ad+1,9+2y28+2°C para determinar su vida util y semanalmente se realizo la
caracterizacion fisicoquimica, enzimatica, antioxidante y microbiol6gica durante el
almacenamiento, hasta observar caracteristicas no aptas para el consumo. Ellos
determinaron que el tiempo y la temperatura de almacenamiento son factores que
afectan de manera estadisticamente significativa a la pérdida de peso del fruto, la
textura y la actividad de la polifenoloxidasa en la cascara de la tuna. El contenido
de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante no presentaron diferencia

significativa en las diferentes temperaturas de almacenamiento. Sin embargo, si
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aumento la actividad antioxidante de manera significativa con el tiempo de

almacenamiento?®,

3.2 Determinacion del efecto del EJP sobre la inhibicién del crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae expuestas a CP

3.2.1 Evaluacion del crecimiento celular de S. cerevisiae expuesta a CP
Evaluamos el efecto de diferentes concentraciones de CP (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.5,y
3mM) en S. cerevisiae mediante la técnica de goteo y pudimos observar que a las
2 h de exposiciéon a CP la levadura no muestra diferencias significativas en su
crecimiento en ninguna de las concentraciones aplicadas (Fig. 5A). Sin embargo, a
las 4, 8 y 12 h de exposicion a CP se observa un menor crecimiento celular a partir
de la concentracién 1.5 mM de CP en comparacion con el control (Fig. 5B, 5C,
5D). Estos resultados sugieren que la exposicion de 4 h con las concentraciones
de 1.5 y 3 mM de CP es suficiente para causar una inhibicion en el crecimiento de
S. cerevisiae.

Resultados similares se observaron en un estudio donde tres cepas de S.
cerevisiae fueron expuestas a CP con el fin de evaluar los genes relacionados con
la resistencia a este farmaco. Para evaluar el porcentaje de sobrevivencia como
primer etapa del estudio, las cepas fueron tratadas con concentraciones finales de
CP que variaron desde 0.1 a 1 mmol/L durante 24 h a 30°C (concentracion inicial
50 mM). Mediante el conteo de UFC, los resultados de sobrevivencia mostraron
que a partir de la concentracion de 0.1 mM las tres cepas presentaron una
inhibicién significativa de su crecimiento de mas del 60%/’. En otro estudio, la cepa
BY4741 de S. cerevisiae, ajustada a un ODsoonm de 0.2, fue expuesta a tres
concentraciones finales de CP: 0, 50 y 100 uM (concentracién inicial 500 mM en
DMSO) por 6 horas a 30°C. Al finalizar, se midi6 nuevamente la ODesoonm con el
objetivo de evaluar su crecimiento y se observo que el cultivo que recibié una
concentracion de O uM de CP obtuvo un OD de 2.5, el de 50 uyM un OD de 1.5y el
de 100 uM un de OD 0.2, resultados que muestran que CP inhibe el crecimiento

celular de S. cerevisiae3l.
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Para los siguientes ensayos se utilizd un lote de CP diferente por lo que
nuevamente se realizé el ensayo de goteo para verificar que el efecto del CP fuera
el mismo (Anexo 1).

3.2.2 Evaluacion del efecto del EJP en S. cerevisiae con exposicion a CP.

Una vez establecida la concentracion de CP y el tiempo de exposicion, evaluamos
si el EJP tiene un efecto protector sobre S. cerevisiae expuesta a CP. Inicialmente
realizamos un ensayo en donde el EJP fue administrado en 3 dosis (0, 1y 2 mL)y
en tres formas diferentes (ver Materiales y Métodos). Mediante el conteo de UFC
pudimos observar que los cultivos que recibieron Tx con EJP durante la exposicién
a CP por 4 h presentaron una mayor cantidad de UFC en comparacion con las que
no recibieron ningun Tx de EJP. Sin embargo, en los cultivos controles (0 mM de
CP) que recibieron un pre-Tx con EJP por 48 h se mostré una disminucion en la
cantidad de UFC (Anexo 2). Lo mismo se puede observar en los que recibieron
ambos tratamientos (pre-Tx y Tx). Esto indica que es probable que el Tx con EJP
durante la exposicién a CP por 4 h es suficiente para ejercer una proteccion, y una
exposicion prolongada al EJP puede causar inhibicion en el crecimiento celular de
S. cerevisiae. Para entender este Ultimo resultado, una revision realizada por
Herbach, M., et al (2006) estudi6 los factores que gobiernan la estabilidad de las
betalainas utilizando jugo de pitaya. Describieron que las betalainas son
inestables en presencia de oxigeno y pierden estabilidad con el aumento de
temperatura y periodo de calentamiento provocando niveles altos de nitratos y
oxalatos, compuestos que al estar elevados pueden causar toxicidad®2.

Dado a nuestros resultados anteriores, decidimos repetir por duplicado biologico el
ensayo donde los cultivos recibieron Tx con EJP durante la exposicién a CP. En la
Figura 6 se puede observar un aumento significativo en el crecimiento celular en
los cultivos que fueron tratados con EJP (1 y 2 mL) y expuestos a CP (1.5y 3
mM), siendo la dosis de 2 mL la méas efectiva, en comparacion con los cultivos
expuestos a CP, que no recibieron ningun Tx con EJP. A demas se observo que el

Tx con EJP por 4 h no causoé inhibicion en el crecimiento celular a los cultivos
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controles (0 mM). Por lo tanto, estos resultados sugieren que el EJP ejerce una

proteccion a S. cerevisiae contra la inhibicion en el crecimiento inducido por CP.

3.3 Establecimiento de la dosis nefroprotectora del extracto de jugo de

pitaya (curva dosis/respuesta)

3.3.1 Efecto de la administraciéon de CP y EJP sobre el peso corporal.
Como se observa en la Figura 7, se llevd a cabo el registro del peso corporal de
los animales durante 7 dias, donde se observo que el grupo de animales tratados
con CP, presentaron una pérdida significativa de peso a partir de las 48h de
administrar el farmaco en comparacion con el grupo V como era de esperarse;
efecto que no se modificod en los animales que recibieron 4, 6 y 8 mL/dia de EJP.
Previamente se ha reportado que tanto los animales como los humanos que
reciben este antineoplasico presentan anorexia y pérdida de peso derivado de la
activacion de las neuronas en el ndcleo del tracto solitario (NTS), el nucleo
parabrial lateral (IPBN) y el nucleo central de la amigdala (CeA), las cuales son
estructuras que participan en la integracion de diversas funciones viscerales y
auténomas como la ingesta y el gusto®®, por lo tanto, es de esperar que los
animales puedan desarrollar una pérdida de peso, como lo observamos en los

grupos de nuestro estudio tratados con CP.

3.3.2 Evaluacion del efecto de la administracion del EJP sobre la funcion
renal.

La creatinina sérica y BUN son utiles para la deteccion de la nefrotoxicidad
inducida por compuestos exdgenos, estos parametros se utilizan como
marcadores de la funciéon renal 3. Los niveles altos en la concentracién de
creatinina sérica en roedores se puede atribuir a la reduccion en el filtrado
glomerular del rifién y reflejar disfuncion de los tibulos renales®®. Por lo tanto, en
nuestro estudio se observo que la administracion de 6 mg/Kg, i.p de CP indujo
disfuncion renal, evidenciado por un aumento en los niveles de creatinina sérica

(Fig. 8A) y BUN (Fig. 8B) en comparacion con el grupo V. Sin embargo, los grupos
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que recibieron CP més 4, 6 u 8mL de EJP (v.0) mostraron niveles en intervalos
normales de creatinina sérica y BUN con las 3 dosis evaluadas, sugiriendo que el
EJP a partir de los 4 mL/dia previene la caida de la funcion renal ocasionada por
la administracion de CP. En apoyo a este resultado, Sutariya et al (2017)
reportaron que la administracion de betaxantinas aisladas de la tuna en ratas
administradas con estreptozotocina (STZ), ocasionaron una reduccion significativa
en los niveles de creatinina y BUN. Ademas que la administracion de betaxantinas
ejerce un efecto anti-fibrotico contra la nefropatia diabética inducida por STZ,
comparada con las ratas control diabéticas, a las cuales se les administré solo
STZ36,

3.3.3 Evaluacion de estrés oxidativo y la actividad de la enzima antioxidante
catalasa.
Para evaluar el grado de estrés oxidante, se cuantificaron los niveles de

lipoperoxidacién mediante el ensayo de MDA. La administracion de CP aument6
33% los niveles de MDA en comparacion con el grupo V (Fig. 9A). Sin embargo,
los grupos que recibieron 4, 6 y 8 mL/dia del EJP redujeron significativamente los
niveles de MDA; siendo méas evidente en los animales tratados con 4 mL/dia.
Ademas, se evaluo la actividad de la catalasa. En la Figura 9B, se muestra que la
administracion de CP redujo de manera significativa la actividad de esta enzima
antioxidante en comparacién con el grupo V. La administracion de 8 mL/dia de
EJP previno la caida de la actividad de la catalasa, sin embargo, en los grupos
que recibieron 4 y 6 mL/dia de EJP no se mostraron cambios en la actividad de
esta enzima. A pesar de este ultimo resultado, se determiné que para continuar
con el estudio y evaluar el efecto renoprotector contra la nefrotoxicidad inducida
por CP, se utilizaria la dosis de 4 mL/dia debido a que este grupo de animales
presentd una reduccion significativa en los niveles de lipoperoxidacién y pudieran
estar implicados otros mecanismos antioxidantes y no necesariamente la actividad
de catalasa; aunado a que el volumen de 8 mL puede desencadenar una mayor

distencién abdominal en las ratas.
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3.4 Determinacion del efecto renoprotector de 4mL/dia del EJP en la

nefrotoxicidad inducida por CP.

3.4.1 Evaluacion del efecto de la administracion del EJP sobre el peso
corporal

En el segundo ensayo, el peso corporal de los animales administrados con CP

presentd una reduccién a partir de las 48 h de su administracion y el peso del

grupo de animales administrados solo con el EJP no se modificé (Fig. 10).

3.4.2 Evaluacion de la disfuncion renal inducida por CP en ratas
Determinamos la disfuncion renal mediante la cuantificacion de creatinina sérica y
BUN. Observamos que solo la administracion del EJP present6 niveles normales
de ambos marcadores. Sin embargo, en el grupo que recibié 6 mg/Kg i.p de CP en
una sola dosis, se observé un incremento significativo en los niveles de creatinina
sérica (Fig. 11A; 1.03 £ 0.06 vs. V, 0.45 £ 0.03) y BUN (Fig. 11B; 45.18 + 4.3 vs. V,
25.56 + 1.72) en comparacién con el grupo V. Por otro lado, en el grupo que
recibi6 CP mas 4 mL/dia de EJP (CP + EJP 4 mL, v.0) se observé que el extracto
previno el incremento en los niveles de creatinina sérica y BUN. Por lo tanto, CP
indujo disfuncion renal que creemos pudo prevenirse por la administracién del
EJP.

3.4.3 Evaluacion del efecto antioxidante del EJP en ratas con nefrotoxidad
por CP

La evidencia de dafio renal inducido por CP a través de un mecanismo de estrés
oxidativo causado por un aumento de MDA (un potencial biomarcador de la
peroxidacion lipidica) y los niveles reducidos de GR, CAT, SOD y GPx se han
demostrado en varios estudios®”238, Prabhu et al. (2013) mostraron que la
administracion de 10 mg/Kg por 10 dias de 1,2-diazol, un compuesto organico
derivado de Rhizophora apiculata, tiene un efecto renoprotector contra la
administracion de CP, evidenciado por una disminucién en los niveles de MDA asi

como un aumento estadisticamente significativo en los niveles de GSH y en la
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actividad de CAT, SOD y GPx comparadas con el grupo de ratas administradas
con 7.5 mg/Kg, i.p de CP %2,

En los resultados que se presentan de este estudio observamos que la
administracion de una dosis sencilla de CP indujo estrés oxidante, debido a un
incremento  significativo del 38% en los niveles de MDA (indice de
lipoperoxidacion; Fig. 12A) y que la administracion del EJP previno esa
lipoperoxidacion. Sin embargo, al momento de evaluar la actividad de enzimas
antioxidantes como CAT y SOD, no observamos cambios significativos en alguno
de los cuatro grupos estudiados (Fig. 12B y 12C). Con el fin de explorar si otra via
sobre la respuesta antioxidante se encontraba implicada, evaluamos la capacidad
antioxidante en plasma por medio del ensayo ORAC (Fig. 12D). Sin embargo,
tampoco se mostraron cambios significativos entre los grupos experimentales

estudiados.

3.4.4 Evaluacion del efecto vasoactivo del EJP en ratas con nefrotoxicidad
por CP.

Se han propuesto diferentes estrategias para inhibir la nefrotoxicidad inducida por
cisplatino. Recientemente, se ha discutido el papel de la modulacion del éxido
nitrico en la fisiopatologia de la insuficiencia renal aguda. Se descubri6 que la
inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico agrava la nefrotoxicidad inducida por el
cisplatino. Por otro lado, estudios han descrito que la L-arginina, un precursor del
oxido nitrico, ejerce un efecto protector y mejora las funciones renales en diversas
formas de lesién renal aguda y crénica inducidas por farmacos como la
ciclosporina y gentamicina®®. Debido a lo anterior, se realiz6 la determinacién
cuantitativa y colorimétrica del NO, utilizando la reaccion de Griess. Dado que el
NO se oxida a nitrito y nitrato, es una practica comun cuantificar el NO2 / NOs total
como medida del nivel de NO. En los resultados se observo un incremento notable
de 15 veces en los niveles de NO2 / NOs del grupo que recibié solo EJP en
comparaciéon con el grupo V, y un incremento de 5 veces en el grupo de CP+EJP
en comparacién con el grupo CP (Fig. 13). Por lo tanto, nuestros resultados

sugieren que el EJP puede llegar a ejercer un efecto vasodilatador, el cual puede
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permitir un efecto renoprotector ante el CP y por lo tanto pudiera ser util para

evaluar su efecto sobre modelos experimentales de hipertension arterial.
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4. Conclusiones

La congelacion del EJP aumenta su capacidad antioxidante, y su manipulacién
durante el proceso del filtrado afecta negativamente su capacidad antioxidante.
La administracion de CP produce disfuncion renal, evidenciado por un
incremento en los niveles de creatinina sérica y BUN, asociados a la
generacion de estrés oxidativo, debido al aumento en los niveles de
lipoperoxidacion.

El extracto de jugo de pitaya presenta propiedades renoprotectoras,
normalizando los niveles séricos de los marcadores de funcion renal y estrés
oxidativo, es decir, dentro de los rangos normales.

La administracion del extracto de jugo de pitaya aumenta los niveles de NO,
sustancia que ejerce un efecto vasodilatador, el cual podria permitir un efecto
renoprotector ante el CP.

Por otro lado, la exposicion de S. cerevisiae en CP causa inhibicion en el
crecimiento, sin embargo, el extracto de jugo pitaya ejerce un efecto protector

permitiendo su crecimiento.
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Tabla 1. Capacidad antioxidante de 30 pL de extracto de jugo de pitaya.

ORAC FRAP
Ensayo Muestra
Eq Trolox/mg Eq Trolox/mg
EJP 1300 5
Extracto fresco i
EJP filtrada - -
Extracto EJP 1791 12
congelado
EJP filtrada 1496 7
(5meses)

Capacidad antioxidante total de los extractos de jugo de pitaya (EJP) por los
ensayos de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) y capacidad
de reduccion férrica del plasma (FRAP). Acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcroman-2-carboxilico, analogo de la vitamina E (Trolox).

25




Figura. 1. Estructura quimica de cis-diamminodicloruroplatino (ll); Cisplatino
(CP).
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Figura. 2. Fruta de Stenocereus sp.
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Figura. 3. Representacion grafica de las diluciones logaritmicas seriadas
empleadas en S. cerevisiae expuesta a distintas concentraciones de CP.
De izquierda a derecha se observan diluciones logaritmicas seriadas y de arriba

hacia abajo DMSO (control) y las diferentes concentraciones utilizadas de CP.
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Figura. 4. Ensayo de protecciéon del EJP en S. cerevisiae expuesta a CP.

S. cerevisiae (BY4742) expuesta a tres concentraciones de CP (0, 1.5 y 3 mM),
administrada con tres dosis de EJP (0, 1 y 2 mL) en 3 formas: como pre-
tratamiento (pre-Tx) a la exposicion de CP (48 h), tratamiento (Tx) durante la
exposicion a CP (4h) y ambos tratamientos (pre-Tx y Tx).
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Figura. 5. Efecto de CP en el crecimiento celular de S. cerevisiae.
Sensibilidad de S. cerevisiae a diferentes dosis de CP (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.5,y 3
mM) a distintos tiempos de exposicion (2 h, panel A; 4h, panel B; 8 h, panel Cy 12

h, panel D) en la cepa BY4742. En cada imagen se observa de arriba hacia abajo
el control con DMSO vy las dosis de CP evaluadas, y de izquierda a derecha las

diluciones logaritmicas seriadas.
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Figura. 6. Evaluacién del efecto del extracto de pitaya sobre la inhibicion del
crecimiento celular de S. cerevisiae inducido por CP.

Se muestran las unidades formadoras de colonias (UFC) de los cultivos tratados
con 0, 1y 2 mL de EJP durante la exposicion a 0, 1.5 y 3 mM de CP por 4h. o
p<0.001 vs. 0 mM, * p<0.001 vs. 1.5 mM, T p<0.001 vs. 3mM.
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Figura. 7. Efecto del CP sobre el peso corporal.

Los datos representan el promedio de cada grupo * error estandar (n=4). Vehiculo
(V), 6 mg/Kg de cisplatino (CP), 6 mg/Kg de CP + 4, 6 y 8 mL de extracto de jugo
de pitaya (CP + EJP).* p<0.001 vs. V.
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Figura. 8. Marcadores de funcion renal en ratas administradas con 4, 6y 8
mL de extracto de jugo de pitaya.

Efecto de la administracion del extracto de pitaya en los niveles de creatinina
plasmatica (A) y nitrégeno ureico sanguineo (BUN) (B). Los valores representan
los promedios de cada grupo %+ error estandar (n=4). Vehiculo (V), 6 mg/Kg de
cisplatino (CP), 6 mg/Kg de CP + 4, 6 y 8 mL de extracto de jugo de pitaya (CP +
EJP). * p<0.001 vs. V, T p<0.001 vs. CP.
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Figura. 9. Estrés oxidante y la actividad de catalasa.

Niveles de malondialdehido (MDA) (A) y la actividad de catalasa (B) en
homogenados renales. Vehiculo (V), 6 mg/Kg de cisplatino (CP), 6 mg/Kg de CP +
4, 6 y 8 mL de extracto de jugo de pitaya (CP + EJP). Los valores representan los
promedios de cada grupo * error estandar (n=4).

* p<0.001 vs. V, 1 p<0.001 vs. CP. Constante de reaccion de primer orden, unidad

de actividad de la catalasa (k).
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Figura. 10. Efecto del EJP sobre el peso corporal.

Los valores representan los promedios de cada grupo * error estandar (n=6).
Vehiculo (V), 6 mg/Kg de cisplatino (CP), 6 mg/Kg de CP + 4 mL de extracto (CP +
EJP 4mL) y 4 mL de extracto (EJP 4mL). * p<0.001 vs. V.
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Figura. 11. Marcadores de funcion renal en ratas con nefrotoxicidad inducida
por CP.

Niveles séricos de creatinina (A) y nitrogeno ureico (BUN) (B). Vehiculo (V), 6
mg/Kg de cisplatino (CP), 6 mg/Kg de CP + 4 mL de extracto (CP + EJP 4mL) y 4
mL de extracto (EJP 4mL). Los valores son los promedios + error estandar (n=6)
*p<0.001 vs. V, T p<0.001 vs. CP.
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Figura. 12. Estrés oxidativo en animales con nefrotoxicidad por CP.

Los niveles de malondialdehido, indice de lipoperoxidacion (MDA) (A), la actividad

de las enzimas antioxidantes en homogenados renales: catalasa (B), superoxido

dismutasa (SOD) (C) y la capacidad antioxidante evaluada por el ensayo de

capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) (D) Los valores son los

promedios * error estandar (n=6). Vehiculo (V), 6 mg/Kg de cisplatino (CP), 6
mg/Kg de CP + 4 mL de extracto (CP + EJP 4mL) y 4 mL de extracto (EJP 4mL).
* p<0.001 vs. V, T p<0.001 vs. CP. Acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-

carboxilico, analogo de la vitamina E (Trolox).
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Figura. 13. Determinacién de nitritos en homogenados de tejido renal.

Los nitritos se midieron como indicadores de los niveles de oxido nitrico (NO). Los
niveles de NO aumentaron en los grupos administrados con EJP. Vehiculo (V), 6
mg/Kg de cisplatino (CP), 6 mg/Kg de CP + 4 mL de extracto de jugo de pitaya
(CP + EJP) y 4 mL de extracto (EJP 4mL). Los valores son los promedios + error
estandar (n=6). * p<0.001 vs. V, 1 p<0.001 vs. CP.
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6. ANEXOS

Anexo 1. Reevaluacion de un nuevo lote de CP en S. cerevisiae.

Evaluacion del efecto de un nuevo lote de CP en S. cerevisiae (BY4742). Se
utilizaron las concentraciones anteriormente evaluadas de CP (0, 1.5 y 3mM)
agregando ademas una concentracion de 4 mM. Los tiempos de exposicion a
evaluar fueron los mismos (2 h, panel A; 4 h, panel B; 8 h, panel Cy 12 h, panel
D). En cada imagen se observa de arriba hacia abajo las dosis de CP y de
izquierda a derecha las diluciones logaritmicas seriadas.
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Anexo 2. Efecto del extracto de jugo de pitaya en S. cerevisiae

Se muestran las unidades formadoras de colonias (UFC) de los cultivos controles

tratados con 0, 1 y 2 mL de EJP antes y durante la exposicion de 0 mM de CP por

4 h (Pre-Txy Tx)
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