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Resumen

Introduccion: El 4cido aristoloquico (AA) proviene de la familia Aristolochia y ha sido ampliamente utilizado
como medicina herbal como intento de tratamiento de diversas enfermedades. Sin embargo, la Agencia Inter-
nacional para la investigacion del Cancer y la Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos (EMA)
establecieron al acido aristoloquico por su nefrotoxicidad y carcinogenicidad como un carcindgeno del grupo
1, restringiendo asi su consumo.

Objetivo de la revision: Este articulo es una revision narrativa, cuyo objetivo es realizar una revision siste-
matica de los métodos diagnosticos para la deteccion del acido aristoloquico en el organismo, con el fin de
establecer un diagnostico mas preciso respecto a las patologias inducidas por su consumo.

Puntos importantes de la revision:

Durante la biotransformacion de AA, se forman aductos AA-ADN, los cuales son altamente mutagénicos y
bloquean la replicacion del ADN. Estos aductos son reconocidos como biomarcadores de alta especificidad.

Dentro de los métodos para la identificacion del acido aristoloquico se encuentran: la secuenciacion de nueva
generacion (WGY), estrategia espectroscopica dual, UPLC-MS/MS, PCR dependiente de transferasa terminal
y la resonancia magnética parameétrica.

Conclusién: Estos métodos presentan enfoques experimentales y son de gran relevancia para la comunidad
cientifica. Sin embargo, la implementacion de estos métodos sigue siendo un desafio por los recursos requeri-

dos.
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Diagnostic methods for identitying aristolochic acid in biologi-
cal samples: Narrative Review.

Abstract

Introduction: Aristolochic acid (AA) is derived from the Aristolochia family and has been widely utilized as herbal medicine for
treating various diseases. However, the International Agency for Research on Cancer and the European Medicines Agency
(EMA) have classified aristolochic acid as a Group 1 carcinogen due to its nephrotoxicity and carcinogenic properties, thereby
restricting its use.

Objective of the review: This article is a narrative review whose objective is to carry out a systematic review of the diagnostic
methods for detecting aristolochic acid in the body. The goal is to establish a more precise diagnosis regarding the pathologies
induced by its consumption.

Important points: During the biotransformation of AA; AA-DNA adducts are formed, which are highly mutagenic and
inhibit DNA replication. These adducts are recognized as specific biomarkers. Among the methods for identifying aristolochic
acid are: next-generation sequencing (WGS), dual spectroscopic strategy, UPLC-MS/MS, terminal transferase-dependent
PCR, and parametric magnetic resonance.

Conclusion: These methods offer experimental approaches that are relevant to the scientific community. However, executing

these methods continues to be challenging due to the resources needed.

Keywords:

Aristolochic acid, nephropathy, carcinoma, diagnostic methods.

1 acido aristoloquico (AA) forma parte de la familia de 4cidos

carboxilicos de nitrofenantreno que abunda en plantas de la

familia Aristolochia [1]. Su empleo data de miles de afios
atras, siendo el registro mas importante en la década de 1990, puesto
que fue utilizado como medicina herbal para bajar de peso, artritis,
inflamacién y gota. Sin embargo, un porcentaje considerable de per-
sonas que lo consumieron desarrollaron lesiones renales [2]. En
EEUU, La Agencia Internacional para la investigacién del Cancer y
la Agencia Europea para la Evaluacién de Medicamentos, establecie-
ron al acido aristoloquico por su nefrotoxicidad y carcinogenicidad
como un carcinégeno del grupo 1, por lo que se ha prohibido el con-
sumo de medicamentos que contengan este compuesto [3, 4].

La biotransformacién del acido aristoléoquico es un proceso
complejo, en el cual el ADN sufre multiples mutaciones y pérdidas en
los genes supresores. Se ha determinado que el 4cido aristoloquico
posee una firma mutacional denominada firma COSMIC 22, esta se
caracteriza por transversiones no reversibles que producen un dano
continuo y dan paso a dafios en multiples o6rganos [3, 4]. En

consecuencia a su alta toxicidad se han desarrollado diversas investi-
gaciones, logrando asi establecer métodos diagnésticos que permiten
la identificacién de este acido mediante muestras biologicas de perso-
nas y animales con sospecha de enfermedad. No obstante, el desarro-
llo de estudios mas amplios se ha visto limitado por la necesidad de
una gran cantidad de recursos.

Al considerar el elevado consumo de hierbas medicinales que
contienen AA y el continuo aumento en la cantidad de pacientes que
presentan enfermedades nefrologicas, se destaca la importancia de
adquirir conocimiento acerca de los métodos diagnésticos. De esta
manera se permitiria su posterior aplicaciéon con el objetivo de garan-
tizar diagnosticos precisos y oportunos.

A través de una revision bibliografica, se realizaron btsquedas
en PubMed, Scopus, Wiley Online Library, Springer Nature y Goo-
gle Académico, utilizando términos como acido aristoloquico, méto-
dos diagnosticos/ diagnostico, asi como las listas de referencias de ar-
ticulos relevantes. Se consideraron estudios publicados desde 1990
hasta la actualidad, en inglés y espafiol. Ademads, la informacién
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recopilada a través de las bases de datos es esencialmente de tipo ex-
perimental, debido a que no existe un protocolo establecido para la
identificaciéon del acido aristoloquico. Las opiniones ofrecidas son el
resultado de un consenso tras revisar una amplia cantidad de investi-
gaciones clinicas y cientificas.

Biotransformacion

Mediante estudios se ha demostrado que el acido 8-metoxi-6-nitro-
fenantro-[3,4-d]-1,3-dioxol-5-carboxilico (acido aristoloquico I, AAI)
y su derivado 8-desmetoxilado (acido aristoloquico II, AAII) [5] pre-
sentes en varias plantas herbaceas son responsables de la nefropatia
por acido aristoloquico (AAN) [5-8].

La biotransformacién de AA se ha investigado analizando los
tejidos de pacientes con AAN [5, 9]. Los principales aductos de ADN
producidos por el acido aristoléquico (AA-ADN) encontrados en roe-
dores expuestos a AA y en pacientes que padecian AAN se identifica-
ron como 7-(desoxiadenosina-N-6-il) aristolactama I (dA-AAI), 7-
(desoxiguanosina-N-6-il) aristolactama I (dG-AAI) y 7-(desoxiadeno-
sina-N-6-il) aristolactama II (dA-AAII) [10].

En la fase I, el AA se transforman en N-hidroxiaristolactamas
debido a la nitrorreduccion, luego se convierte en ion nitrenio aristo-
lactama y se unen a las purinas en el ADN, desarrollandose mutacio-
nes de pérdida de funcién en el gen supresor de tumores llamado
TP53 y mutaciones de tipo funcional en los oncogenes FGFR3 y H-
RAS. Estos aductores de aristolactama tienen una vida larga por lo
que estan presentes en la corteza renal durante muchos afios y esto
facilita la presencia continua del AA [1, 11, 12].

Los aductos de ADN provenientes del AA son reconocidos
como biomarcadores de alta especificidad. Estos son altamente mu-
tagénicos y bloquean la replicacién del ADN. Ademas, tienen una
firma mutacional que se caracteriza por transversiones de A—T en
tejidos tumorales del carcinoma urotelial del tracto superior. Estos
aductos son persistentes en los seres humanos por la falta de recono-
cimiento de la reparacién global de la escisiéon de nucle6tidos del ge-
noma y en consecuencia las transversiones predominantes A—T po-
drian desarrollar con mayor frecuencia [11, 13]. Estos biomarcadores
se utilizan para investigar los efectos mutagénicos y cancerigenos del
AA. Por lo tanto, su deteccién es crucial para evaluar el riesgo de la
enfermedad [14].

No todas las personas que consumen el AA tendran repercusio-
nes en su salud a largo plazo, esto podria ser resultado de diferencias
como el sexo, la edad, factores genéticos y dosis empleada, produ-
ciendo toxicidad con el consumo de una Gnica dosis alta o con varias
dosis pequefias de manera continua. Sin embargo, la susceptibilidad
a este acido también tendria conexién con diferencias individuales
como las enzimas que catabolizan la biotransformacion del AA; a ni-
vel del higado el AA se metabolizan en dos condiciones si es anaerd-
bica corresponde con aristolactamas I 'y II, pero en condiciones aeré-
bicas el metabolito encontrado es el derivado de O-desmetilado [1].
Dentro del complejo metabolismo del AA la enzima con mayor rele-
vancia que activa el AA se denomina NAD(P)H: quinona

oxidorreductasa (NQOI1) dentro de la fracciéon subcelular citosélica
hepatica y renal, otras enzimas que también se involucran, pero en
menor cuantia son el citocromo P450 (CYP) 1A1/2 microsomal he-
patico y la NADPH: CYP reductasa (POR) microsomal renal que re-
ducen el AA. Ademas, se han identificado factores que influyen en la
expresion y la actividad de estas enzimas como polimorfismos genéti-
cos, farmacos, tabaquismo, contaminacién ambiental y quimica lo
cual explicaria la susceptibilidad de cada persona con respecto al AA
[L].

En la fase II los metabolismos formados por sulfataciéon produ-
cen aductos AA-ADN; estos conjugados de sulfatos se transportan
fuera del higado por medio de transportadores de membrana MRP y
se dirigen hacia el rifién a través de transportadores aniénicos orga-
nicos (OAT), especialmente los OAT1 Y OAT3 que facilitan la cap-
tacion del acido aristoloquico por las células renales lo que causa el
dafio renal inducida por la selectividad del sitio a este acido (5). Asi-
mismo, en esta fase, se produce una reducciéon del metabolismo
NQOV, lo cual es facilitado por la sulfonacion SULT1B1 después de
la nitroreduccién lo que aumenta significativamente el potencial de
mutacion a nivel de las células y citotdxico del acido aristoléquico [7].
Las lesiones producidas durante la biotransformacién de AA son pro-
gresivas y los eventos mutacionales no son reversibles, por lo tanto, no
se ha establecido un régimen terapéutico que demuestra una eficacia
comprobable [11].

Patologias inducidas por AA

La exposicion prolongada a alimentos que contengan AA o similares
son considerados como factor riesgo para el desarrollo de la nefropa-
tia grave, carcinoma urotelial del tracto superior, canceres hepatobi-
liares y de otros tipos (8, 9). En un estudio se evalué el tejido de 9
pacientes que presentaban cancer del tracto urinario superior y que
previamente habian ingerido agripalma, donde se encontré alrede-
dor de 1500 genes con alteraciones genéticas dando lugar a su propia
huella genética, siendo una de las huellas genéticas mas complejas en
comparacién con huellas del cancer de pulmén y de la piel, denomi-
nandose firma 22 en COSMIC, la cual posee un potencial de “huellas
dactilares moleculares” en el carcinoma urotelial del tracto superior y
otros tipos de cancer [15, 16].

Estudios recientes han demostrado relacién entre la nefrotoxi-
cidad y carcinogenicidad con este 4cido, la posible causa se deberia a
los efectos toxicos del acido aristoloquico sobre las células epiteliales
tubulares proximales induciendo la secrecion de citocinas y la sintesis
de la matriz extracelular y del nuevo cambio epitelial miofibroblastico

[L7].

Nefropatia por acido aristoloquico

Se relaciona en mas de la mitad de los casos con el carcinoma urotelial
del tracto superior. Esta insuficiencia presenta fibrosis intersticial ex-
tensa con atrofia, ademas de la pérdida de tabulos e hiperplasia en el
urotelio localizado en la corteza superficial [11].
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La nefropatia por AA tiene una progresién rapida hacia la enferme-
dad renal terminal, la mayor parte de casos poseen un cuadro clinico
caracterizado por hipertension leve, aumento de la creatinina sérica,
proteinuria, anemia grave, leucocituria, glucosuria y una disminucién
de la tasa de filtrado glomerular, incluso en estudios mds recientes se
ha verificado que la microalbuminuria y la proteinuria de tipo tubular
son marcadores para la deteccién oportuna de nefropatia por AA

[L1].

Nefropatia endémica de los Balcanes

Es una enfermedad renal crénica familiar endémica no hereditaria la
cual progresa lentamente frecuentemente hacia el carcinoma urotelial
del tracto superior, esta enfermedad tiene una prevalencia mayor en
las aldeas agricolas del rio Danubio [11]. Se ha establecido un vinculo
definitivo entre la BEN y el AA puesto que esta enfermedad se ha
evidenciado aductos de ADN derivados de AA (AA-ADN) y en los
tejidos uroteliales y corticales renales debido a transversiones distinti-
vas A—T [11]. Entre los signos mds importantes que presenta esta
enfermedad son la disfuncién tubular con una excrecién aumentada
de las proteinas de bajo peso molecular, glucosuria, hipertensién ar-
terial, amino aciduria y disminucién del filtrado glomerular [18].

Carcinoma urotelial superior

Se define con un subconjunto de neoplasias malignas uroteliales loca-
lizadas en la pelvis renal y el uréter superior; tiene multiples causas
tanto genéticas hereditarias como ambientales, dentro de estas se la
ha relacionado con la intoxicacién por AA y la mayor parte de los
casos se ha encontrado durante las inspecciones de nefropatia por AA
[11]. Este tipo de carcinomas uroteliales son generalmente de tipo bi-
lateral sincronico o en otros casos contralateral metacronico, Ademas,
se presenta de la misma manera aductos AA-ADN vy las mutaciones
de TP53.

Otras patologias

Los pacientes con hepatitis B tienen una mayor predisposicién al Car-
cinoma hepatocelular al consumir hierbas que contienen el acido aris-
toloquico; esto se ha evidenciado en la secuenciacién completa del
exoma de carcinomas hepatocelulares, los cuales manifiestan una
firma mutacional peculiar del AA, sugiriendo una conexién entre los
derivados del AA y el desencadenamiento del Cancer de higado [11].
Estudios en animales han sugerido otros tipos de Cancer relacionados
al consumo del AA como son: tumores en el estbmago anterior, el
conducto auditivo, el rifién, el tracto urotelial, el intestino delgado y
de la vejiga [11].

Métodos diagnosticos para identi-

ficar AA

Secuenciacién del genoma completo

La secuenciacién es un método que ofrece maltiples ventajas entre
ellas permite analizar simultdneamente una gran cantidad de tramos
de ADN de una vasta base de datos, obteniendo una numerosa in-
formacion acerca de enfermedades relacionadas con mutaciones; otra
ventaja es su capacidad para detectar todos los tipos de variaciones
genéticas en un Gnico experimento e incluso puede detectar danos en
el ADN ofreciendo facilidad de obtencién de datos e interpretacién
de los mismos; por tales razones, se le considera como un método
rapido, econdémico y con una alta tasa de sensibilidad y especificidad
para el diagnostico de enfermedades gendmicas [19-21].

La secuenciacién es utilizada para identificar la firma mutacio-
nal inducida por el acido aristoléquico (AA) de todo el genoma, de-
nominada firma 22 en el Catalogo de Mutaciones Somaticas en Can-
cer (COSMIC). Esta firma mutacional se caracteriza por altas pro-
porciones de mutaciones transversionales A:T>T:A [22, 23]. Las
muestras pueden ser obtenidas a través de la orina o por medio de
biopsias tumorales almacenadas en nitrogeno liquido inmediata-
mente después de la cirugia. El diagnostico se realiza mediante la
comparacién de variantes caso/control. Las mutaciones asociadas al
acido aristoloquico (AA) afectan principalmente al gen TP53, el cual
ha sido identificado como el gen mutado con mayor frecuencia por
AA [15, 19, 24]. Ademas, se han identificado otros genes afectados
por mutaciones recurrentes como KMT2A | KMT2C, KMT2D,
ARIDIA, TERT, FGFR3, ATRX, CREBBP, CHD2 , CHD5 ,
CHD8, LRRK2, AHNAK, SMCHD! y XIRP2 [15, 17]. Mediante
la secuenciacion se ha demostrado que la multifocalidad es mas fre-
cuente en pacientes con la firma mutacional asociada al AA. Sin em-
bargo, los pacientes con esta firma mutacional definen un subtipo de
bajo riesgo, debido a que se ha identificado un comportamiento me-
nos agresivo en comparacion con otros subtipos de UTUC vy, por lo
tanto, resultados clinicos mas favorables [15, 25].

Espectroscopia dual

Esta técnica conocida especificamente como espectroscopia Raman
de superficie mejorada SERS con enriquecimiento de grafeno y es-
pectroscopia de fluorescencia. Los métodos para la deteccion de acido
aristoloquico I (AAI) a partir de remedios herbales se basan en la
transformacion de AAI en moléculas activas de fluorescencia, como
la aristolactama (AAT) aplicando derivatizaciéon [26] o se usa la es-
pectrometria de masas (MS) después de la separacién cromatografica
[27]. El enfoque espectroscopico dual es usado para la deteccion de
acido aristoloquico (AA) a partir de muestras de sangre y tejido sin la
necesidad de aplicar derivatizacién o separaciéon cromatografica. El
acido aristoloquico I (AAI) se detecta mediante espectroscopia Ra-
man de superficie mejorada (SERS) con enriquecimiento de grafeno,
y la deteccion de AAT, como bioproducto formado por la
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metabolizaciéon de AAl en el cuerpo, se realiza mediante espectrosco-
pia de fluorescencia.

Debido a la matriz biolbgica compleja de las muestras se realiza
un pretratamiento para la extraccién. Las muestras de tejido se ho-
mogenizan con solucién salina, mientras que la sangre se usa directa-
mente. Las muestras se mezclan primero con etanol y luego se agrega
sulfato de amonio (NH4)2SOs, se agitan y se dejan reposar durante 3
minutos para la separacion de fases. Se realizan proporciones de eta-
nol (19-25%) y sulfato de amonio (16-24%) en la solucién para maxi-
mizar la eficiencia de extraccién del compuesto objetivo localizado en
la fase superior.

Después de la extraccion, la solucion se centrifuga y parte de la
fase superior se destina al analisis por fluorescencia debido a que se
detecta AAT directamente después de la extraccion y otra parte se
trata con nanoparticulas magnéticas (FesOs—Ag) previamente sinteti-
zadas y grafeno para el analisis por SERS y HPLC (cromatografia
liquida de alto rendimiento). Al llevar un monitoreo continuo, me-
diante un analisis metabdlico se demuestra que la transformacion de
AAI a AAT se da en el rinén. Ademas, la vida Gtil de AAT se prolonga
mas en el rifén y en el higado. La estrategia espectroscopica dual es
aplicable a la investigacion toxicoldgica a largo plazo y al diagndstico
directo de lesiones en 6rganos inducidas por AAI [28].

Cromatografia liquida en células uroteliales

También denominada Cromatografia liquida de ultra rendimiento-
espectrometria de masas de triple cuadrupolo en células uroteliales
exfoliadas El analisis de aductos AA-ADN en niveles bajos en una
matriz biolbgica compleja ha sido el mayor desafio analitico. Se han
desarrollado varios métodos para la deteccion de aductos AA-ADN,
incluido el analisis de posmarcaje con 32 P [29], cromatografia li-
quida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS) (26,27) y cromatografia liquida de alto rendimiento con
deteccion de fluorescencia (HPLC-FLD) [32]. Sin embargo, se han
presentado ciertas limitaciones relacionadas con la radioactividad en
cuanto al analisis de posmarcaje con 32 Py resultados con una baja
especificidad en cuanto a HPLC-FLD.

En cambio, este nuevo método se basa en cromatografia liquida
de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem
(UPLC-MS/MS). A comparacién del andlisis HPLC convencional, la
cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC) ofrece una reso-
lucién cromatogréfica mejorada y una mayor capacidad de pico a tra-
vés de una elucién rapida en una columna llena de particulas de 1.7
pm. La mayor eficiencia de las particulas pequenas permite utilizar
columnas mas cortas, lo que reduce el tiempo de analisis y el consumo
de disolvente. En el analisis de espectrometria de masas, el uso del
modo de monitoreo de reaccién multiple (MRM) selecciona y moni-
torea tanto el progenitor como uno o mas iones de producto simulta-
neamente y, por lo tanto, proporciona una mejor especificidad y sen-
sibilidad.

Schmeiser et al. sugirieron que dA-AAI, aducto de ADN espe-
cifico formado entre el acido aristoléquico I y la adenina, podria ser
la mutaci6n critica en el proceso carcinogénico en roedores. Por lo

tanto, este es un método para identificar dA-AAI como biomarcador
y monitorear la exposicién a AA [14, 33].

Primero, se sintetiza el aducto dA-AAI con el fin de proporcio-
nar un estandar de referencia. EI dA-AAI purificado se caracteriza
mediante espectrometria de masas de alta resolucion y espectroscopia
de fluorescencia. Por otro lado, se aislan las células uroteliales exfolia-
das y se realiza la digestion de ADN. Debido al bajo nivel de aducto
AA-ADN en la muestra de ADN digerida compleja, es necesaria la
limpieza de la muestra y el enriquecimiento del aducto de ADN antes
del analisis UPLC-MS/MS. Después de reservar 10 pl de la solucién
digerida para la determinacién de nucleésidos normales, el extracto
restante (aproximadamente 1.5 ml) se somete a extraccién en fase so-
lida (SPE). La solucién de ADN digerido se aplica luego a la columna
y se lava la soluciéon con agua y metanol. La fraccion de metanol que
contiene aductos AA-ADN se recolecta y se evapora hasta sequedad
bajo una corriente de nitrégeno a 37 °C. El residuo obtenido se re-
constituye en 100 pl de metanol para el analisis UPLC-MS/MS. Pos-
teriormente, se realiza el analisis UPLC. La separaciéon cromatogra-
fica se logra en una columna hibrida de etilo con puente (BEH) Ci18
de Waters Acquity UPLC. La fase movil consiste en agua (A) y aceto-
nitrilo (B). El caudal de la fase mévil se mantiene a 400 pl/min y la
temperatura de la columna a 25 °C. El volumen de inyeccién es de
10 pl

El analisis de espectrometria de masas se lleva a cabo en un es-
pectrémetro de masas de triple cuadrupolo de Waters equipado con
una fuente de ionizacién por electropulverizacién en modo de ioniza-
ci6n positiva. El analisis y la cuantificacion de los datos se realiza me-
diante el software MassLync de Waters.

Para el analisis cuantitativo, el dA-AAI pesado con precisién y
el estandar interno se disuelven en metanol y metanol/acido férmico
para preparar las soluciones madre. Las muestras de orina recolecta-
das se procesan como se describi6 anteriormente y se usan como ma-
triz de muestra en blanco. Cada solucién se enriquece con 10 ng/ml
de reserpina como estandar interno. Se realizan tres inyecciones re-
plicadas para cada nivel de calibracién. La curva de calibracion se
establece trazando las proporciones de area de pico de dA-AAI con
respecto al estandar interno frente a las concentraciones conocidas de
dA-AAL Los datos de regresion lineal derivados del promedio de los
tres graficos permiten la cuantificacion de dA-AAI en células urote-
liales exfoliadas. Generalmente, la concentracién del aducto dA-AAI
se expresa como aductos por 109 nucleétidos normales, por lo tanto,
la concentracién de nucledsidos no modificados se determina dilu-
yendo 10 pl de las muestras de ADN digerido con 90 pl de meta-
nol/agua para el analisis UPLC-MS/MS. Este método es especifico
y rapido para la deteccién de aductos AA-ADN de bajo nivel en cé-
lulas uroteliales, puesto que proporciona buena exactitud y precisiéon
con un limite de deteccion de 1 ng/ml [14].

PCR del gen P53

También denominada reaccién en cadena de la polimerasa depen-
diente de transferasa terminal en el gen P53. Los carcinomas produ-
cidos por AA estan asociados a la sobreexpresién de p53, lo que
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sugiere que el gen p53 esta mutado en la neoplasia urotelial asociada
a la nefropatia por hierbas chinas (NCH) (30). El gen p53 es uno de
los genes mutados mas cominmente observados en tumores humanos
y estd mutado en el 50 % de todos los canceres humanos por tanto
esta expresion se registra en los carcinomas uroteliales, asi como las
atipias renales y ureterales [34].

El analisis de los aductos AA-ADN implica cuatro pasos esen-
ciales: digestion enzimatica de la muestra de ADN; enriquecimiento
de los aductos; radiomarcaje de los aductos mediante transferencia
catalizada por la quinasa T4 de 32P-ortofosfato; separacion e identi-
ficacion de los aductos marcados; y deteccién y cuantificaciéon por
medio de su desintegracion radiactiva [24].

Las muestras se obtienen mediante biopsias de carcinoma ma-
mario. La deteccién secuencial especifica empieza con un trazo en el
mapa de la distribucién de los aductos AA-ADN, con una resoluciéon
de un solo nucledtido en los exones 5-8 del gen p53 humano en el
ADN gendmico, utilizando un ensayo de detencién de aducto-especi-
fico polimerasa, combinado con una PCR dependiente de transferasa
terminal (TD-PCR) para amplificar fragmentos de ADN. Los aductos
AA-ADN reaccionaron con ADN de carcinoma mamario humano
(MCF-7) in vitro y los principales aductos de ADN formados se iden-
tificaron mediante el método de post-etiquetado con 32P. Estos aduc-
tos AA-ADN se utilizaron como plantillas para la TD-PCR [35, 36].

Como resultado el patrén de aducto es cualitativamente similar
al encontrado en pacientes con NCH, que consiste en dos manchas
principales (manchas 1 y 2) y una menor (mancha 3). Los dos aductos
principales que se identificaron son dA-AAI (mancha 1) y dG-AAI
(mancha 2) y el aducto menor dA-AAII (mancha 3). Ademas, el ana-
lisis cuantitativo obtenido por 32P-postetiquetado, revel6 una forma-
ci6én dosis-dependiente de aductos de ADN de acido aristoloquico I
(AAI-ADN).

La activacién quimica en los exones 5-8 del gen p53 revela que
ciertos sitios de la secuencia son mas propensos a la formacion de
aductos de ADN con acido aristoloquico I (AAI) y 4cido aristoloquico
II (AAII), pero también se observan diferencias claras entre los dos
acidos carboxilicos nitrofenantrénicos, el espectro de detencion revela
que la mayoria de las detenciones estan asociadas con residuos de pu-
rina en la secuencia. Esta preferencia por la reacciéon con bases de
purina concuerda con los resultados del marcaje con 32P, por lo
tanto, los aductos de purina son los principales productos de reaccién
de AAI y AAII con el ADN. Ademas, el punto caliente mutacional
para los carcinomas uroteliales en el codén 248 del ex6n 7 muestra
un fuerte sitio de unién de aductos AA-ADN dentro de una secuencia
rica en citosina y guanina (CpG); especialmente con AAIL El otro
punto caliente mutacional dentro de una secuencia CpG en el codén
282 del exdn 8 se ha evidenciado como un sitio marginal de unién de
aductos AA-ADN. En general, las guaninas en los sitios CpG en el
gen p53 que corresponden a los puntos calientes mutacionales obser-
vados en muchos canceres humanos no parecen ser objetivos prefe-
renciales para AAI o AAIL. Con este método no es posible predecir
puntos criticos de mutacion especificos de AA en tumores uroteliales
relacionados con el gen p53 [36].

Resonancia magnética parameétrica

La resonancia magnética (RM) desempefia un papel importante en la
investigacién de la enfermedad renal. Por consiguiente, es tatil para
sondear la fisiopatologia renal mediante técnicas de resonancia mag-
nética renal funcional, como el contraste de imagenes dependiente del
nivel de oxigenacién de la sangre (BOLD), la imagen ponderada por
difusién de agua (DWI) y la relaxometria por resonancia magnética.
Por otro lado, el mapeo cuantitativo del tiempo de relajacién T2 es
una técnica bien establecida para la investigacion (pre)clinica. (34,35).
Se ha demostrado que el DWI sondea la microestructura del tejido a
través del desplazamiento de moléculas de agua. Ademas, la difusiéon
restringida del agua se manifiesta en una reduccion del coeficiente de
difusion aparente (CDA) [39].

Al realizar un estudio experimental en ratas, se consideran dos
grupos: El grupo AAN, es el que recibe inyecciones intraperitoneales
diarias de 40 mg/kg de AAI disuelto en polietilenglicol (PEG) durante
seis dias y el grupo control recibe inyecciones intraperitoneales diarias
de PEG con la misma dosis y horario que el grupo AAN. Se observan
imagenes 3D T2 en orientacién coronal colocadas paralelas a ambos
rifiones y se definen regiones de interés (ROI) para la corteza renal
(CO), la franja externa de la médula externa (OSOM), la franja in-
terna de la médula externa (ISOM) y la médula interna (IM). Las ROI
se extraen manualmente en el riién derecho y se estiman los valores
medios de T2 y ADC para cada capa renal [40].

Mediante un andlisis estadistico con SPSS 22.0 se observan las
diferencias en T2 y CDA entre el grupo AAN y el grupo control. Las
correlaciones entre los parametros TIS (score de lesion de tejido) y
MRS (espectroscopia por resonancia magnética) debe presentar un
valor de p inferior a 0,05 para considerarse significativo. Asimismo,
se examina la viabilidad de la resonancia magnética paramétrica para
la evaluacion de la lesion renal en un modelo de rata tratado con AAIL
utilizando las métricas cuantitativas de resonancia magnética T2 y
CDA. La resonancia magnética ponderada en T2 separa cuatro capas
renales entre si con un adecuado contraste tisular y muestra cambios
microestructurales de diferentes capas renales en cada punto tempo-
ral. La lesion renal grave se detecta con el mapeo CDA. De igual ma-
nera, T2 muestra una correlacién positiva significativa con el TIS;
siendo el T2 de OSOM capaz de revelar el mayor coeficiente de co-
rrelacién con dafio a nivel de los tibulos renales. Este hallazgo consi-
dera que T2 es un candidato a marcador de imagen adecuado para
la evaluacién de la lesién tubular durante la fase aguda de la AAN
[40].

Desafios

El principal desafio analitico para la identificacién de AA, ha sido el
analisis de aductos AA-ADN en niveles bajos en una matriz biologica
compleja. En UPLC-MS/MS y PCR dependiente de transferasa ter-
minal es esencial identificar aductos AA-ADN. Sin embargo, UPLC-
MS/MS detecta un solo aducto, dA-AAI [14]; mientras que PCR de-
tecta dos, dA-AAI y dG-AAI (34). En cambio, al emplear la estrategia
espectroscopica dual es necesaria la deteccion de AAT [27]. Por otra
parte, en la secuenciaciéon no es necesario analizar los aductos de
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ADN, puesto que se toma en consideracion el patréon de mutaciones
catalogadas como firma mutacional, por lo que se obtiene informa-
cién relevante sobre los genes implicados, el tipo de mutacién y la
multifocalidad [15, 22, 23].

Con relacién al método PCR dependiente de transferasa termi-
nal en el gen P53, existen ciertas limitaciones en cuanto al post-eti-
quetado con 32P a causa de la naturaleza radiactiva del isétopo [24].
Ademas, con PCR no es posible predecir puntos criticos de mutacién
especificos de AA en tumores uroteliales relacionados con el gen p53
[37].

Las muestras requeridas varian segun el método utilizado. Para
la identificacion con UPLC-MS/MS se necesitan muestras de orina,
en la PCR se utilizan muestras de tejido, en cuanto a la estrategia
espectroscopica dual se usan muestras de sangre o de tejido. Mientras
que, para la secuenciacién se emplean muestras de sangre, tejido u
orina [15, 28, 36]. Siendo este Gltimo el método mas cercano a un
patrén referencial debido a la variedad de tipos de muestras biologicas
empleadas para el analisis.

La resonancia magnética detecta indicios de daflo a nivel tubu-
lar en la fase aguda de la nefropatia por AA utilizando T2 [40]. Sin
embargo, con este método no es posible detectar la presencia de AA
dentro del organismo en comparacién con los métodos mencionados
anteriormente.

Conclusiones

Los métodos presentados con distintos enfoques experimentales, han
demostrado ser de gran relevancia para la comunidad cientifica para
establecer un diagnéstico temprano de patologias inducidas por AA,
como son las nefropatias y el carcinoma urotelial. Sin embargo, en la
actualidad, se ha comenzado a priorizar el uso de la secuenciacién de
nueva generacién debido a sus ventajas, como una mayor sensibili-
dad, especificidad y capacidad para analizar multiples muestras de
forma simultanea. A pesar de esto, la implementacion de estudios mas
amplios sigue siendo un desafio debido a los recursos significativos que
estos métodos requieren.
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