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1 ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleétido

APOLA1 Apolipoproteina L1

ARN Acido ribonucleico

CDSs Segmento codificante

DHL Lipoproteina de alta
densidad

DM Diabetes Mellitus

DL Desequilibrio de ligamento

EMEM Eagle's minimum essential
medium

ERC Enfermedad renal cronica

ERCT Enfermedad renal cronica
terminal

ERET Enfermedad renal en etapa
terminal

ERT Enfermedad renal terminal

GBD Global Burden Disease

HAS Hipertension arterial sistémica

IMSS Instituto  Mexicano  del
Seguro Social

KDIGO Kidney Disease: Improving
Global Outcomes

PQRAD Poliquistosis renal
autosémica dominante

SFB Suero fetal bovino

TFG Tasa de filtracion glomerular

TSFR Terapia de sustitucion de la

funcién renal




VIH

Virus de la

inmunodeficiencia humana
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ESUMEN

La enfermedad renal cronica (ERC) es un padecimiento que
afecta de 10 a 15% de la poblacién mundial. Durante el
2021, en México la prevalencia de la ERC fue de 9,184 por
cada 100,000 habitantes. Esta enfermedad se caracteriza
por anomalias en la funcion de uno o ambos rifiones y el
deterioro progresivo lo que implica una disminucion de la
funcién renal. La diabetes y la hipertension son las causas
mas comunes de la ERC. Sin embargo, en el pais, muchos
de los diagnosticos registrados se catalogan bajo "otras
causas" o "causas no especificadas", lo que plantea la
necesidad de investigar otros posibles origenes de la
enfermedad. Estudios previos en la poblacion afroamericana
han identificado una asociacion entre el gen APOL 1
(Apolipoproteina L1) y el riesgo de desarrollar ERC o si esta
presente ya la enfermedad, su evolucion es mas rapida,
especificamente con las variantes proteicas de riesgo G1y
G2. La identificacion de estas variantes en la poblacién
mexicana podria aportar nuevas estrategias de prevencion
y para el estudio de esta enfermedad en el contexto

nacional.

Se utilizaron 4 lineas celulares diferentes todas de origen
humano y muestras de pacientes, fueron sometidas a un
proceso de extraccion de ARN total por el método
fenol/cloroformo, con la finalidad de generar ADNc por
Retrotranscripcion y PCR, finalmente se mandd a
secuenciar, las secuencias fueron analizadas para confirmar
o descartar la presencia de las variantes proteicas de riesgo

G1 y G2 asociadas a enfermedad renal crénica.



El analisis nos permitio la identificacion de polimorfismos a
nivel ADN, pero esos cambios a nivel proteina no estan

presentes en las variantes proteicas de riesgo en APOL1.

Sin embargo, se logré la estandarizacién de la prueba
molecular para la deteccidn de estas variantes de riesgo, la
cual puede utilizarse en un futuro en la identificacion y

diagnéstico de ERC para personas de manera global.

PALABRAS CLAVES: APOL 1, Enfermedad renal croénica,
variantes de riesgo, RT-PCR.
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3 INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) es un padecimiento que
afecta de 10 a 15% de la poblacion mundial. Durante el 2021, en
México la prevalencia de la ERC fue de 9,184 por cada 100,000
habitantes; esta enfermedad se caracteriza por anomalias en la
funcién de uno o ambos rifiones y su deterioro progresivo lo que
implica una disminuciéon de la funcion renal. La diabetes y la
hipertension son las causas mas comunes de la ERC. Sin embargo,
muchos de los diagndsticos registrados catalogan bajo "otras
causas" o "causas no especificadas" (Argaiz et al., 2023). Esto
plantea la necesidad de investigar otros posibles origenes de la
enfermedad. Estudios previos en la poblacién afroamericana han
identificado una asociacion entre el gen APOL 1 (Apolipoproteina
L1) y el riesgo de desarrollar ERC o si esta presente ya la
enfermedad, su evoluciéon es mas rapida, especificamente con las
variantes de riesgo G1y G2. La identificacion de estas variantes en
la poblacion mexicana podria aportar nuevas perspectivas para el

estudio de esta enfermedad en el contexto nacional.
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4 ANTECEDENTES GENERALES
4.1 El riiion
El rifidn es el érgano principal encargado de la excrecion del acido
urico (Papadakis M, 2025), este se presenta en el cuerpo en par,
es considerado esencial ya que participa en el control del liquido
extracelular, equilibrio electrolitico y del equilibrio acido-basico; de
igual modo produce algunas hormonas como calcitriol y la

eritropoyetina (Carracedo J, 2024).

A su vez se encarga del control de la presion arterial y el control
de la anemia (Garcia-Montemayor et al., 2019). Este mismo
presenta una estructura necesaria para poder realizar su funcién

de manera eficiente.

Como la unidad funcional renal tenemos a las nefronas, en
humanos cada rifidn contiene alrededor de 800.000 a 1.000.000
nefronas, cada una tiene la capacidad de formar orina, formada
por un agrupamiento de vasos capilares llamados glomérulos,
estos filtran grandes cantidades de liquidos desde la sangre, a
través de un tubulo largo el liquido filtrado se convierte en orina
en su trayecto hacia la pelvis renal; los riflones procesan un
volumen considerable de sangre cada dia, el flujo sanguineo que
llega a los glomérulos es de 1200 mililitros de sangre cada minuto,
de estos, 650ml corresponden a plasma sanguineo y a partir de
este, una quinta parte aproximadamente se filtra en los
glomérulos; de manera paulatina el niumero de nefronas se puede
reducir gradualmente ya que estas no tienen la capacidad de
regenerarse; esto debido al envejecimiento renal normal, también
pueden perderse por lesiones o por enfermedad(Carracedo J,
2024).
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Otra estructura fundamental de los rifiones son los podocitos,
estos son células polarizadas y especializadas que presentan
prolongaciones las cuales se entrelazan con las de otros
podocitos vecinos, proporcionando un abrazo a los capilares
sanguineos, contribuyendo al mantenimiento de la presion
hidrostatica y formando un filtro selectivo para el paso de ciertas

moléculas (Carracedo J, 2024).

Como con cualquier érgano en nuestro cuerpo, los rifiones no
estan exentos de enfermedades que afecten su correcto
funcionamiento, las enfermedades renales son un conjunto de
patologias en las cuales se engloban un numero elevado, estas
corresponden con un cuadro sindromico determinado, estas
suelen progresar a lo largo del tiempo; los principales sindromes
renales son: hematuria, proteinuria, sindrome nefrético, fracaso
renal agudo, tubulopatias, infecciones urinarias y enfermedad

renal cronica (ERC).

4.2 Enfermedad renal cronica (ERC)

La ERC se define como la presencia de alteraciones
estructurales o funcionales del rifién, con o sin reduccién de la
tasa de filtracion glomerular, que persisten por un periodo minimo
de tres meses y que tienen implicaciones para la salud. Dichas
alteraciones incluyen una velocidad de filtracion glomerular por
debajo de 60ml/min/1.73m? o bien la evidencia de dafo renal

manifestada por marcadores

como albuminuria, alteraciones en el sedimento urinario,
anormalidades en estudios de imagen o histologia renal (Orozco,
B. R. 2010).
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La ERC genera preocupacion a nivel global debido a su
prevalencia, el impacto prolongado y el deterioro en la salud de
los individuos. A esto se suma el elevado costo econémico que
conlleva, tanto para las familias que deben afrontar gastos en
consultas, medicamentos y terapias de reemplazo renal como
para el Estado, que destina una parte considerable de sus
presupuestos en salud al tratamiento y manejo de esta
enfermedad. Llegando a ser considerado un problema de salud
publica a nivel internacional, ya que se ha registrado que afecta
de un 10% a un 15% de la poblacién mundial (Zubiran S, 2016).

La tasa de incidencia de ERC es mayor en hombres que
en mujeres, lo que se ha asociado con factores como la mayor
prevalencia de hipertension arterial, diabetes mellitus y habitos de
riesgo como el tabaquismo y/o consumo de alcohol en la
poblaciéon masculina, ademas de posibles diferencias hormonales
y genéticas que aceleran el deterioro renal, ademas la prevalencia
por millén de habitantes es mayor para personas de 65 a 74 afios
en la mayoria de los paises debido a que el envejecimiento se
acompafia de una disminucién natural en la tasa de filtracion
glomerular, mayor exposicion acumulada a factores de riesgo y la
presencia de comorbilidades cronicas que contribuyen al

desarrollo y progresion de la enfermedad |(Esparza, K.,2020).

El mayor numero de pacientes con ERC en el mundo se
concentra en 3 regiones: Oceania, Africa subsahariana y América
latina, siendo México el segundo lugar en incidencia de ERC en

Latinoamérica (Del Rosario et al., 2024).

En nuestro pais se carece de un registro de pacientes con
ERC, por lo que se desconoce el niumero preciso de estos. Se
estima que la incidencia es de 377 casos por millon de habitantes

14



al afio y que existen alrededor de 52,000 pacientes en terapia
sustitutiva hasta el 2010, de los cuales 66% se encuentra en
didlisis peritoneal (Rincon, P. R, 2024).

De acuerdo con un estudio de Global Burden Disease
(GBD), en el afio 2021 en México la prevalencia de ERC fue de
9184.9 por cada 100,000 habitantes. El Estado con mayor
cantidad de casos fue la Ciudad de México, con 10,902 casos
registrados (Rincon, P. R, 2024). Estas cifras van aumentando
con el paso los afios siendo una cuestién preocupante en el

ambito de la salud de la poblacién mexicana.

4.3 Clasificacion

Para que el personal médico pueda clasificar las fases o
estadios de la enfermedad, la asociacion Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) desarrollo y proporcion6
una guia de practica clinica destinada a la evaluaciéon y
tratamiento de la ERC denominada guia KDIGO, la cual ofrece
recomendaciones clinicas cuyo propésito principal es optimizar la
atencion a los pacientes y fomentar mejores resultados en cuanto
a la salud renal y la calidad de vida (National Kidney Foundation,
2024).

Se clasifican 6 estadios de la enfermedad, basandose en
categorias de tasa de filtracion glomerular (TFG) y por nivel de
albumina en sangre de acuerdo con la tabla 1, la TFG funge como
un indicador que refleja la cantidad de sangre filirada por los
glomérulos por minuto, ajustada a 1.73 m3 de superficie corporal.
Representa la principal medida del funcionamiento renal y permite
clasificar la gravedad de la ERC. Dado que medirla directamente
es complejo, en la practica clinica se estima a partir de

marcadores en sangre como la creatinina sérica o la cistatina C,
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junto con variables como la edad y el sexo del paciente. La prueba
de TFG se utiliza para detectar ERC en personas que presentan
y/o aun no presentan sintomas (Levey et al. 2009).

La siguiente medida de clasificacion del estadio de la ERC
se basa en el nivel de albuminuria del paciente, la informacion
mostrada por las guias KDIGO nos la define como la presencia
de albumina en la orina y constituye un signo temprano de dafio
renal. La albumina es una proteina fundamental de la sangre,
cuya funcién principal es mantener la presién oncoética y
transportar diversas moléculas. En condiciones normales, los
rifones evitan que esta proteina pase de la sangre a la orina; sin
embargo, cuando existe dafio en los glomérulos o alteraciones en
la permeabilidad de la barrera de filtracion, la albumina se pierde

en cantidades detectables, los que indica disfuncion renal.

Tabla 1. Clasificacién de las etapas de la ERC de acuerdo
con la guia KDIGO.

16



Categorias de albuminuria persistente
Descripcion y rango

Al A2 A3

KDIGO: Prondstico de la ERC por categorias de TFG y
albuminuria Momala

ligeramente
<30mglg 30-300mgfg >300 mg'g

<3Img/mmol  3-30mg/mmel =30 mg/mmel

umento moderat Aumento Severs

«;_‘ G1 Nomal o alto
-
3 E" G2 Disminucicn leve
E E. G3a Disminucion de leve
E s amoderada

i
E S G3b sminucion de
4 3 moderadaa grave
g 8 B
= G4 Disminucion severa
2
a G5 Falle renal

Las guias KDIGO para la ERC también proporciona
informacion sobre las etapas consideradas por el TFG, de igual
manera, las clasifica por categorias en el caso de albuminuria, las

cuales se abordaran a continuacion.

4.3.1 Etapas de ERC

KDIGO clasifica las etapas en 6, siendo estas G1, G2, G3a, G3b,
G4 y G5, dando informacién detallada de lo que ocurre en los
rifones y los sintomas que pueden presentarse cada etapa.

La ERC en etapa G1, los rifiones presentan dafios leves y
conservan su funcién normal, la persona puede presentar indicios
de dafo renal o lesiones fisicas en los rifiones, el paciente tiene
una TFG normal de 90 o mas, pero tiene la presencia de albumina
en la orina si otro signo de indicio, el dafo renal podria no ser

reversible.
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Dentro de la etapa G2 la TFG se presenta en rangos de 60 a 89,
los rifiones aun tienen capacidad de filtrar la sangre casi con
normalidad, en esta etapa ya se puede observar los indicios de
dafio renal.

En la etapa G3, los valores de TFG se encuentran entre 30 y 59,
esta etapa se divide en dos subetapas en funcién de la TFG:
Etapa G3a: TFG entre 45y 59

Etapa G3b: TFG entre 30 y 44

Los rifiones presentan dafos que afectan a su funcion y
por ende el inicio de la presencia de sintomas, los desechos
pueden comenzar a danar otras partes como el aumento de la
presion arterial, anemia y problemas en huesos, a esta

acumulacion se le llama uremia.

En esta etapa G4 de ERC los rifiones tienen dafios moderados a
severos, no depuran los desechos correctamente, la TFG se
encuentra entre 15 a 29, es la ultima etapa antes de la falla renal.
Dentro de la etapa G5 de ERC los rifiones estan a punto del fallo
renal, a esta falla se le denomina enfermedad renal terminal
(ERT) o enfermedad renal en etapa terminal (ERET), la TFG es

inferior a 15.

4.3.2 Etapas de albuminuria

Las etapas de la ERC por las guias KDIGO también se
clasifican en funcion de la albumina en orina. Esto es importante
porque permite evaluar el dafio renal temprano, incluso cuando la

TGF es normal o levemente reducida. Existen 3 categorias:

A1: Cantidad de albumina en orina normal o ligeramente

aumentada (menos de 30 mg/g o 3 mg/mmol)
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A2: Cantidad de albumina en la orina moderadamente elevada
(30-300 mg/g o 3-30 mg/mmol)
A3: Cantidad de albumina elevada (>300 mg/g o >30 mg/mmol)

dano renal severo.

4.4 Sintomatologia

Los pacientes con ERC presentan un conjunto de
sintomas, signos y anomalias que pueden observase mediante
pruebas de laboratorio, esto debido a la naturaleza progresiva y
prolongada de la enfermedad y los efectos sistémicos que genera
la misma (Gary.D. 2015). Debido a que la ERC es asintomatica
en grados tempranos, se da un subdiagnéstico del problema y por

ende una referencia tardia al nefrélogo (Zubiran S, 2016).

Por lo general la ERC causa una disminucién progresiva
de la funcion renal, si se diagnostica en etapas tempranas, existe
tratamiento o si es ocasionado por medicamentos u otras causas
se puede revertir eliminando la causa que lo genera. La pérdida
de las nefronas conduce a hipertrofia compensadora vy filtracién
glomerular supranormal del resto de las nefronas, esto como
mecanismo para conservar la homeostasis global. La
hiperfiltracion compensadora genera un dafio por “exceso de

trabajo” en las nefronas restantes (Maxine A. 2025).

Los primeros indicios se presentan de manera insidiosa,

los signos iniciales pueden ser:

Cambios en la micciéon: Se presenta como aumento en la
frecuencia urinaria, mas comunmente en la noche (nicturia), o, al
contrario, se manifiesta la disminucién en la cantidad de orina
producida.

Fatiga y debilidad: La ERC puede llegar a afectar la produccion

de la hormona eritropoyetina, esta estimula la creacion de
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gldbulos rojos provocando anemia y como resultado puede
causar fatiga y debilidad.

Hinchazén: La disminucién de la funciéon renal puede producir la
acumulacién de liquido en el cuerpo, el cual provoca hinchazén
en piernas, tobillos, pies, abdomen y o cara.

Presion arterial alta: La presion alta puede ser una causa al igual

como una consecuencia de la ERC (Contacto, 2025).

Entre los sintomas iniciales también se incluye el malestar
generalizado, trastornos de la memoria, perdida de la libido, los
cuales son frecuentes y no focales en la ERC de moderada a
grave (Smith 2020).

Las personas en etapas avanzadas pueden presentar
debilidad, anorexia y nauseas, en episodios tardios pueden
manifestar prurito y disnea y con menor frecuencia se llega a
presentar pericarditis o calcificacion de tejidos blandos (Zubiran
S, 2016).

En este punto el paciente desarrolla sindrome urémico,
Este sindrome implica la acumulacion plasmatica de solutos
urémicos de moléculas pequefias y toxinas, disfuncion
multiorganica y disbiosis de la microbiota intestinal (Nigam &
Bush, 2019).

4.5 Diagnéstico

El dafo renal puede evidenciarse a través de la
determinacion de diferentes metabolitos o compuestos en la
sangre, la orina, o morfologia del tejido por medio de la histologia
o radioldgicos (Orozco, B. R. 2010). Para detectar la ERC es mas
preciso basarse en estimaciones de la TFG que Unicamente

evaluar con la creatinina sérica (CENETEC, 2019).
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4.5.1 Analisis de sangre

Dentro de los examenes de sangre para diagnosticar la
ERC se determina la concentracion de la creatinina sérica, esta
es un producto desecho que se obtiene por la digestién de las
proteinas de alimentos y la descomposicion normal del tejido
muscular, un nivel alto de creatinina puede ser atribuido a la
presencia de una lesion renal aguda o ERC (Rincon, P. R, 2024).
Con el desarrollo de la ERC, se evidencia una reduccion en la
depuracion de ciertos solutos del rifidn 0 ambos rifiones afectados
y da como resultado una retencion de liquidos corporales (Zubiran
S,2016).

Con el deterioro de la funcién renal se puede generar
deficiencia de hierro, se puede llegar a presentar un recuento
normal plaquetario, pero existe una disfuncién la cual se
caracteriza por mostrar tiempos de sangrado anormales. Existen
anomalias en los electrolitos séricos y el metabolismo mineral que
se manifiestan cuando la TFG desciende por debajo de 30 ml/min
(Smith 2020).

4.5.2 Composicion de la orina

Cuando el volumen de orina es bajo y la TFG se encuentra
por debajo de 5% de lo normal, se ven afectados los mecanismos
de concentracion urinaria (densidad urinaria baja) y acidificacion
(pH urinario bajo), lo que se refleja en una densidad urinaria
disminuida y un pH urinario bajo. La proteinuria puede ser variable
y, en algunos casos, el examen puede mostrar leucocitos
mononucleares (leucocituria). No obstante, el analisis de orina
suele ser inespecifico y en ocasiones puede arrojar resultados

dentro de rangos normales (Smith y Tanagho, 2020).
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En las pruebas para diagnosticar ERC, también se emplea
otra que a comparacion de la TFG utiliza orina en lugar de sangre,
la prueba del cociente albumina/ creatinina urinaria (UACR), la
cual se utiliza para detectar el dafio renal temprano, se considera
que un UACR inferior a 30 mg/g indica una funcion renal
saludable; esta mide la cantidad de albumina con respecto a la
concentracion de creatinina, esto ayuda a determinar si los
rifones estan filtrando de la manera correcta, un nivel mas alto
significa que hay mas albumina en la orina indicando un dafio
renal importante. La concentracion de creatinina se ve afectada
por la masa muscular de la persona: la TFG de quienes tienen
menos masa muscular podria sobreestimar su funcién renal, en
cambio, la masa muscular no influye en la prueba UACR,
ayudando a tener una idea mas completa de la salud y el dafo
renal (American Kidney Fund, 2025).

En el andlisis del sedimento urinario, la presencia de
cilindros céreos anchos indica dilatacion e hipertrofia de las
nefronas. Por otra parte, los estudios de imagen, en especial la
ecografia, permiten identificar rifiones  pequefios e
hiperecogénicos, generalmente con un diametro menor de 9 a 10
cm (Maxine A. 2025). Desde el punto de vista etioldgico, la ERC
se considera multifactorial, siendo sus principales causas la
diabetes mellitus, la hipertensioén arterial, las glomerulonefritis y
las enfermedades hereditarias (De Mier, M. P, 2019). Dada su alta
carga de morbilidad, se recomienda evaluar la funcion renal al
menos una vez al afio en pacientes con factores de riesgo (CAM,
2015).
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4.6 Tratamiento
El tratamiento es paliativo, en los 4 primeros estadios de la

enfermedad, se recomienda los siguientes cuidados:

Control de cuidados médicos

Control en el consumo de alimentos

Es importante identificar y corregir todos los elementos
dafiinos que puedan ser reversibles o factores de exacerbacion,
como el descarte de obstruccién de vias urinarias, hipovolemia,
hipotensiéon, nefrotoxinas, hipertension grave o urgencia
hipertensiva e insuficiencia cardiaca. El signo fisico mas frecuente
de la ERC es la hipertension, esta como consecuencia de la
alteracion en la excrecién de sodio, la cual suele presentarse en
las etapas iniciales y tiende a empeorar conforme la enfermedad

evoluciona (Maxine A. 2025).

Como medida para retrasar la evolucién de la ERC se debe
tratar la causa original, se recomienda controlar la presion arterial,
glucosa en sangre y el manejo de la dieta, esto especialmente a
pacientes que presentan diabetes y proteinuria (ADA,2025,
American Kidney Fund, 2025).

El control de la presién arterial es importante para retrasar
la evolucion, en personas con proteinuria, es importante consumir
sustancias que bloqueen el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, a su vez puede considerarse bloquear los receptores
de mineralocorticoides en etapas mas tempranas de la ERC
(Erraez et al., 2020).

En pacientes en estadio 5 con ERCT, el tratamiento se
basa en la terapia de sustitucion de la funcién renal (TSFR) el cual
es mediante el trasplante renal, pero no todos los pacientes llegan

23



a ser candidatos. Existen 2 opciones disponibles de TSFR los
cuales son la hemodialisis y dialisis peritoneal (Del Rosario et al.,
2024).

La hemodidlisis se basa en la filtraciéon de toxinas y agua
de la sangre, sustituyendo la funcién de los rifiones sanos, este
tratamiento ayuda a controlar la presion arterial y a equilibrar los
minerales importantes en la sangre como el potasio, sodio y
calcio. En este proceso se bombea la sangre a través de un filtro
llamado dializador, fuera del organismo, con el uso de una
magquina la cual bombea la sangre a través del filtro y la devuelve
al organismo. La hemodialisis no es una cura para la ERCT, pero
puede aumentar la esperanza de vida del paciente (NIDDK,
2018).

En el caso de la didlisis peritoneal, la sangre se filtra dentro
del cuerpo, en este tipo de dialisis se utiliza como filtro la
membrana que recubre el abdomen, también llamada peritoneo.
Antes de iniciar el tratamiento, se requiere una cirugia menor para

colocar un catéter, o tubo blando en el vientre (Didlisis, 2025).
Existen dos tipos comunes de didlisis peritoneal:

Dialisis peritoneal ambulatoria continua (en inglés Continuous
Ambulatory Peritoneal Dialysis, CAPD)

Dialisis peritoneal automatizada (en inglés Automated Peritoneal
Dialysis, APD)

La didlisis es una opcion eficaz para eliminar los productos
de desecho y el liquido adicional de la sangre. Sin embargo, no
reemplaza por completo todas las funciones del rifién, por ende,

no se considera una cura para ERC (Dialisis, 2025).
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La seleccion de la técnica depende de varios factores,
entre ellos, la necesidad primaria, eliminacion de solutos,
eliminacion de agua o ambos; de la indicacidon subyacente,
enfermedad renal aguda o croénica; del acceso vascular, la
estabilidad hemodinamica, la disponibilidad, y la preferencia y
capacidad del paciente (Hechanova, 2024). Como tratamiento
renal sustitutivo tenemos el trasplante por eleccion para los
pacientes con insuficiencia renal. Sin embargo, no todos los
pacientes son candidatos para el trasplante, la idoneidad se
determina por los riesgos percibidos del trasplante en relaciéon con
los riesgos de no recibir el trasplante. Se recomienda el trasplante
a todos los pacientes con ERC en estadios G4-G5, donde su TFG
sea <30 ml/min/1.73 m2, el trasplante de rifidn mejora la
supervivencia, calidad de vida y a menor costo que la didlisis.
Dependiendo del paciente y la region, el proceso de evaluacion
del trasplante puede tardar semanas a meses en completarse
(KDIGO, 2020).

4.6.1 Diabetes Mellitus

En pacientes con diabetes mellitus (DM), el tratamiento
intensivo con insulina puede revertir parcialmente la hipertrofia
glomerular y la hiperfiltracion, retrasar la apariciéon de albuminuria
y disminuir la progresion de la reduccion de la TFG. Por ello, se
recomienda un adecuado control de la glucosa en sangre para
retardar el desarrollo de dafio renal. Asimismo, en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, el uso de inhibidores del cotransportador
de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT-2) y bloqueadores del receptor de
angiotensina ha demostrado reducir el riesgo de progresion de la
enfermedad renal. Complementariamente, la restriccion de sal en

la dieta a menos de 70 mEq/dia potencia el efecto antiproteinurico
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de los bloqueadores del receptor de angiotensina (CENETEC,
2019).

En pacientes con TFG <60 ml/min/1.73 m?, se sugiere una
ingesta diaria de proteinas de aproximadamente 0.8 g/kg,
mientras que no se recomienda una restriccién mas estricta (0.6
g/kg/dia) (CENETEC, 2019).

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y 2 tienen menor
probabilidad de figurar en la lista de candidatos a trasplante renal
en comparacion con personas con ERC terminal debido a
enfermedades como glomerulonefritis o poliquistosis renal. No
obstante, se recomienda considerar a los pacientes con diabetes
tipo 1 0 2 como candidatos a trasplante renal, y en aquellos con
ERC terminal y diabetes tipo 1, se debe valorar la posibilidad de
un trasplante simultaneo pancreas-rifién cuando sea factible. La
tasa de supervivencia renal y general en pacientes con diabetes
es inferior, atribuida a una mayor carga de complicaciones
vasculares, quirirgicas e infecciosas; sin embargo, la
supervivencia tras el trasplante renal sigue siendo superior a la
de la dialisis en la mayoria de los candidatos con ERC secundaria
a diabetes (KDIGO, 2020).

4.6.2 Hipertension

En pacientes adultos con diabetes e hipertension, el
tratamiento recomendado consiste en una combinacion de
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y
bloqueadores del receptor de angiotensina (ARA-Il). La
monoterapia con cualquiera de estos farmacos también
disminuye la probabilidad de desarrollar ERC (CENETEC, 2019).
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4.7 Factores de riesgo

Identificar los factores que predisponen al desarrollo de
ERC es fundamental, ya que algunos pueden ser modificados
para prevenir o retrasar la progresion de la enfermedad. Entre
estos se encuentran el tabaquismo, la obesidad, la hipertensiéon y
la diabetes mellitus, los cuales facilitan la progresion rapida hacia
estadios avanzados de ERC. Otros factores incluyen la
exposicion a metales pesados, el consumo excesivo de alcohol y

el uso prolongado de analgésicos (CENETEC, 2019).

Los factores de riesgo pueden clasificarse en tres
categorias: factores de susceptibilidad, de inicio y de progresién
resumidos en la tabla 2 (CAM, 2015, CENETEC, 2019).

Tabla 2: Factores de riesgo ERC

De susceptibilidad

* Mayor de 60 anos =  Enfermedades » Proteinuria

+ Historia familiar de renales primarias * Tension arterial
ERC + DM sistémica (TAS) =

+ Origen hispano + Hipertension arterial 130

+ Masculino sistémica (HAS) * Alta ingesta de

* Sindrome metabdlico | *  Aufoinmunes proteinas

* Reduccion de la| * MNefrotoxinas * Descontrol de
masa renal +  AINE glucemia

= Estados de| * Aminoglucosidos * Obesidad
hiperfiltracion # Patologias urologicas | * Anemia

*  Disminucion del| =  Obstruccién = Dislipidemia
numero de nefronas |« Litiasis * Tabaguismo

* Tension arterial (TA) | « |nfecciones » Hiperuricemia
= 12575 recurrentes * Nefrotoxinas

* Obesidad = Enfermedades » Enfermedad

+ Ingesta elevada de hereditarias cardiaca
proteinas

+  Anemia

+ Proteinuria
+ Dislipidemia

27



5 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Existen diversos factores genéticos que influyen en el
riesgo de progresién de la ERC. Algunos se relacionan con
variantes monogénicas, como ocurre en la poliquistosis renal
autosdmica dominante (PQRAD). Ademas, se han identificado
asociaciones mas complejas entre la ERC y ciertos polimorfismos
genéticos, entre los cuales destaca el gen APOL1, que codifica la
apolipoproteina L1 y cuya variacion puede incrementar la

susceptibilidad al dafio renal (Lerma E.V., 2017)

5.1 Generalidades APOL 1
5.1.1 Gen APOL1

El gen APOL1 se localiza en el cromosoma 22q13, abarca
una region de 14,461 nucledtidos. Presenta siete exones y seis
intrones y codifica un ARNm de 3039 nucleétidos. Considerando
el ARNm de longitud completa, 1245 nucleétidos abarcan el
segmento codificante (CDS) que codifica 414 aminoacidos, 274
nucleotidos estan presentes en el segmento de la region 5'no
traducida (5'UTR) y 1520 nucledtidos representan el segmento
de la region 3" no traducida (3'UTR). EI CDS de APOL1 se
compone de segmentos de union de seis exones, figura 1 (Peng
etal., 2017).
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Figura 1: Regiones no codificantes y codificantes del gen
APOL1

Cabe destacar que APOL1 se encuentra Unicamente en

primates del viejo mundo, lo que limita su estudio en modelos
animales comunes (Shah et al., 2019).

Las caracteristicas que distinguen a APOL1 de los otros
miembros de la familia de genes APOL son:

APOL1 esta en orientacion opuesta a los otros tres, APOL2,
APOL3 y APOL4

Codifica la unica proteina secretora en los genes APOL (Peng et

al., 2017).

APOL1 es el Unico miembro que contiene un péptido sefial que

permite su secrecion en la sangre para proporcionar inmunidad
frente a T. brucei (Cheatham et al., 2018).

Varias lineas de evidencia indican que los genes APOL
estan asociadas con

la hiperlipidemia,
aterosclerosis (Hu et al., 2012).

la obesidad y la

APOL1 circula en el suero en moléculas de HDL y se

expresa de forma casi ubicua, en el pancreas, prostata, bazo,
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higado, rifién placenta y pulmones, ver tabla 3. Se expresa con
niveles especialmente elevados (Shah et al., 2019).

Tabla 3: Expresion tisular del gen APOL1 en humanos
mediante RNA-seq y SAGE.

Secuencia ARN/SAGE
(Serial Analysis of
Gene Expression)

Tejidos

humanos

Medula ésea SAGE

ISangre total Secuencia de RNA

ILeucocitas Secuencia de RNA
(}ar}glio Secuencia de RNA
linfatico

ICarebro Secuencia ARN/SAGE
Corteza Secuencia ARN/SAGE
cerebral

ICaeraIu Secuencia ARN/SAGE
|Retina SAGE

IMéduIa espinal| Secuencia ARN/SAGE

INervio tibial Secuencia ARN

ICurazISn Secuencia ARN/SAGE
Arteria Secuencia ARN
— Secuencia ARN/SAGE
esquelético

|Intestino Secuencia ARN
delgado

| Colon Secuencia ARN/SAGE
Adipocito Secuencia ARN

IRiﬁﬂn Secuencia ARN/SAGE

IHfgado Secuencia ARN/SAGE




IFuImén Secuencia ARN/SAGE
Bazo Secuencia ARN
|Estomago Secuencia ARN
Esofago Secuencia ARN

Vejiga Secuencia ARN
Pancreas Secuencia ARN/SAGE
Tiroides Secuencia ARN/SAGE
S;ﬁ::;‘j la Secuencia ARN
SJ:::::;;I Secuencia ARN
Hipofisis Secuencia ARN
IPacha Secuencia ARN/SAGE
Piel Secuencia ARN/SAGE
Ovario Secuencia ARN

Utero Secuencia ARN
|Placenta SAGE

Prostata Secuencia ARN/SAGE
Testiculo Secuencia ARN

5.1.2 APOLI y la inmunidad innata
APOL1 cumple un papel critico en la inmunidad innata,
actuando como defensa frente a parasitos del género



Trypanosoma. Esta actividad se debe a su capacidad
tripanolitica, mediada por la formacién de poros en la membrana
celular del parasito. Al interactuar con la membrana, APOL1
provoca hinchazén osmotica y lisis del parasito, mediante un
mecanismo que involucra procesos similares a la apoptosis tras
la transferencia intracelular desde vesiculas endosomicas hacia
la mitocondria de este (Friedman, D. J.,2020, Hung et al., 2023,
Uzureau et al., 2020). La proteina requiere un pH acido para
insertarse en membranas y mantiene actividad de canal catiénico
incluso a pH neutro, lo que le permite funcionar tanto en vesiculas

intracelulares como en el plasma sanguineo.

5.1.3 ARNm APOL1

El ARNm de APOL1 esta compuesto por siete exones y se
expresa en la mayoria de los 6rganos humanos. Tras la escision
del péptido senal localizado en el exdn 4, la proteina madura se
secreta y se incorpora a particulas de HDL circulantes, facilitando
su funcién defensiva en el plasma. Por el contrario, se prevé que
la isoforma C, que carece de péptido sefal, permanezca retenida
dentro de la célula. Hasta la fecha, se desconoce con precision el
patrén de expresidn de las distintas variantes de empalme de
APOL1 en 6rganos y tipos celulares especificos (Wakashin et al.,
2020). Esta organizacién génica y la localizacién de los dominios
explican como APOL1 puede ejercer su actividad tripanolitica y
catiénica de manera regulada, dependiendo de la secrecion, el
pH y la interaccion con lipoproteinas, conectando su funcion

inmunitaria con su estructura genética y postraduccional.

514 Isoformas de APOLI1
El gen APOL1 al estar compuesto por siete exones puede

generar multiples transcritos mediante splicing alternativo,
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principalmente a través de la inclusion selectiva de los exones 2
y 4, lo que da lugar a distintas isoformas proteicas. En particular,
el exdn 4 codifica una porcion de la secuencia N-terminal que
actua como péptido sefial, esencial para la correcta localizacion

intracelular y la secrecion de APOL1 (Cheatham et al., 2018).

Se han identificado varias variantes de empalme del
ARNm de APOL1, que se predice codifican distintas isoformas,
aunque aun no se ha aclarado cuales se expresan
especificamente en el rifidn ni cuales contribuyen a la enfermedad
renal. Hasta ahora se han descrito seis variantes: V1 (Isoforma
A), V3 (Isoforma A), V2-1 (Isoforma B1) y V4 (Isoforma C), asi
como dos variantes recientemente identificadas dentro del exdn
2, denominadas V2-2 y V2-3; esta ultima carece del péptido sefial
(Wakashin et al., 2020).

La variante A (vA) que incluye el exdn 4 constituye el
transcrito principal en células glomerulares y tubulares del rifién
estimuladas con IFNy, mientras que los transcritos que carecen
del exdn 4, como la variante C, representan solo una fraccion
menor de los ARNm de APOL1 expresados en el rifion (Cheatham
etal., 2018).

515 Proteina APOL1

La proteina APOL1 es de 43 kDa perteneciente a la familia
de las lipocalinas, esta presenta 4 variantes que codifican 3
isoformas diferentes; las variantes 1 y 3 codifican la isoforma a,
mientras que las variantes 2 y 4 codifican las isoformas b y ¢
respectivamente (Peng et al., 2017). Posee un péptido sefial (SP),
un dominio formador de poros (PFD), un dominio de
direccionamiento de membrana (MAD) y un dominio de

interaccion con SRA, los cuales se corresponden con regiones

33



especificas del ARNm. En particular, el exén 7 constituye
aproximadamente el 78% de toda la secuencia del ARNm vy
codifica tres de los dominios funcionales: parte del PFD, el MAD

completo y el dominio de interaccién con SRA (Peng et al., 2017).

Los cuatro dominios funcionales se destacan por las

siguientes caracteristicas (figura 2):

+ Dominio N-terminal sefal del péptido (aa 1-27): este
dominio dirige la proteina hacia el exterior de la célula, facilitando
su secrecion extracelular y su incorporacion en complejos
circulantes como las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Lan,
X., 2015).

+ Dominio formador de poros (aa 60—237): conforma un
bucle hidrofébico rodeado por un haz de alfa hélices anfipaticas,
permitiendo la formacién de poros anidnicos en membranas,
principalmente para iones de cloro. Esta actividad litica induce
despolarizaciéon de membranas, mediando la accién tripanolitica

frente a los parasitos (Pays, E., 2014).

+ Dominio de direccionamiento de membrana (aa 283—
303): estructuralmente, consta de dos alfa hélices que forman un
bucle sensible al pH. A pH neutro (plasma), el dominio expone
superficies hidrofébicas que favorecen la asociaciéon con HDL
circulante; a pH acido (vesiculas endociticas), cambia de
conformacion, permitiendo la liberacion de APOL1 del complejo
HDL y su inserciéon en la membrana del organelo objetivo. Este
mecanismo es crucial para que APOL1 alcance la membrana

lisosomal del parasito (Pays, E., 2014).

+ Dominio de interaccion con SRA (aa 339-398):

Localizado en el extremo carboxilo de la proteina, forma una
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hélice alfa larga con un cierre de leucina. Este dominio interactua
con la proteina SRA (Serum Resistance Associated) producida
por algunos tripanosomas. La union de SRA a APOL1, en
condiciones de pH acido, bloquea la insercién de la proteina en la
membrana lisosomal, inhibiendo su accion tripanolitica y

permitiendo la supervivencia del parasito (Uzureau, S.,2016).

En conjunto, la estructura de APOL1 y sus dominios
especializados explican como esta proteina puede desempenar
funciones defensivas circulantes y al mismo tiempo tener
actividad citotéxica especifica sobre parasitos, lo que resalta su

importancia como componente del sistema inmunitario innato.

G1
G2
/ \ A388-A

53426 1384M  A389-T

APOL1
- 8 g 3

235
238
304
339

Regidn Posicién Funcidn
1 M1-R26 Péptido sefial
2 M60-W235 Dominio formador de poros
3 A238-P304  Dominio de direccionamiento de membrana
4 A339-1398 Dominio de enlace a SRA

Figura 2: Dominios funcionales de APOL1

APOL1 y APOL3 son proteinas promotoras de la muerte
celular que estan asociadas al reticulo endoplasmico y a la
membrana de Golgi, figura 3 (Uzureau et al., 2020). Los demas

miembros de la familia APOL, que no contienen un péptido senal



se localizan principalmente en el reticulo endoplasmico y el
citoplasma (Cheatham et al., 2018).

A su vez, también participa de manera destacada en las
vias autofagicas, y se ha demostrado que la autofagia bien
conservada es crucial para mantener la integridad de los

podocitos glomerulares (Tzur et al., 2010).

Espacio
extracelular

Peroxisoma

Mitocondria

Reticulo

. endoplasmico
Lisosoma

Figura 3: Regiones reportadas de la presencia de la
proteina APOL1 (GeneCard, 2025)

5.2 Variantes de riesgo asociadas a APOL 1

Existen dos variantes genéticas de APOL1 asociadas con
nefropatias que surgieron en humanos en Africa Subsahariana
hace miles de anos. Debido a que estas variantes aparecieron

después de la expansién de la poblacién fuera de Africa, las
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variantes de riesgo asociadas a la ERC solo se han observado en

individuos con ascendencia africana (Friedman & Pollak, 2020).

Estas variantes se han relacionado de manera significativa
con el riesgo de desarrollar glomeruloesclerosis segmentaria
focal (GESF), nefropatias asociadas al virus de la
inmunodeficiencia humana (NAVIH) y enfermedad renal
secundaria a hipertension (arterioesclerosis) (Wakashin et al.,
2020). La expresiéon de APOL1 se ha detectado en células
epiteliales tubulares proximales, podocitos y estructuras
vasculares preglomerulares, lo que sugiere que podria
desempefiar un papel en la patogénesis de enfermedades
renales al afectar la estructura y funcion de estas células
(Wakashin et al., 2020, Hu et al., 2012).

Las variaciones en el dominio C-terminal podrian modificar
la interaccion de APOL1 con alguna proteina intracelular renal
aun no identificada, cuya funcion seria regular la disponibilidad de
APOL1 para la formacion de poros y otras actividades celulares
(Tzur et al., 2010).

Dado que una secuencia codificada en el exén 4 forma
parte del péptido sefal de APOLA1, la delecion de este exdn podria
afectar su secrecion, alterando la localizacién intracelular y la
funcién de la proteina. Por lo tanto, aunque las mutaciones de
riesgo G1 y G2 se localizan en el exén 7 terminal, la pérdida del
exon 4 podria influir en la actividad biolégica de estas variantes
(Cheatham et al., 2018).

5.2.1 Variante G1
En datos recopilados del NCBI (NM_003661.3) se puede
observar el par de polimorfismos de la variante G1 a nivel ADN,

la cual se manifiesta por una sustitucién de un nucleétido a otro,

37



presentandose de dos posibles formas, siendo una sustitucion en
el nucledtido (figura 4) 1024 modificando una adenina (A) por
guanina (G) (1024A>G).

La segunda forma posible de manifestarse G1 es igualmente por
una sustitucion (figura 4), pero esta ocurre en el nucleétido 1152
modificando la timina (T) que se encuentra en esa posicién por
una guanina (G) (1152T>G).

Polimorfismos G1 de APOL1

Sustitucion de un nucledtido a otro

cccesee TCEk TeA GeC GecT o atcflac

—
\

\
V4

'\ A If\\
r YA XX \A,’ \
SN
I 1024A>G

CCCG4GG TCg TG A GeC G GCT G AT6EAac

Figura 4: Polimorfismo G1 en secuencia de ADN

A nivel proteico la variante G1 es un haplotipo bialélico
formado por dos cambios codificantes no sinénimos las cuales
podemos observar en la figura 5, siendo ([S342G] e [1384M]) en
completo desequilibrio de ligamiento (Shah et al., 2019).
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Polimorfismos G1 de APOL1

Transicion de un aminoécido de la secuencia

Figura 5: Modificacion de aminoacidos en secuencia de la

proteina APOL1 para G1

Se consideran mutaciones de tipo cambio de sentido
(missense), caracterizadas por la sustitucion de un nucledtido que
provoca la incorporacion de un aminoacido diferente en la
proteina, lo que puede alterar su estructura, funcién o estabilidad
(Stefl et al., 2013).

Tabla 4: Variantes genéticas G1 en la proteina APOL1
(Partridge et al., 2004, Tromp et al., 1989)

Mutacién Polaridad L cCot°
potencial
S (Serina):
Polar Perdida de
$342G G (Glicina): | enlaces H
No polar
|
(Isoleucina): Menos
1384M No polar | disruptivo en
M(Metionina)| polaridad
- No polar

39



5.2.2 Variante G2
G2 es una eliminacion de 6 pares de bases (rs7178513) y

es mutuamente excluyente con G1 (Kramer et al., 2016).

Observando los datos proporcionados por NCBI
(NM_003661.4) en la figura 6 se observa que a nivel ADN esta
eliminacion ocurre desde el nucledtido 1164 al nucledtido 1169
(1164_1169del).

Polimorfismos G2 de APOL1

Eliminacion de 6 nucledtidos de la secuencia

ACCT CG|TGTA CGJA TCGAAG CAC

I 1164_1169del

ACCT [ ]4 TCGAAG CAC

ACCTCGA TCGAAG CAC

Figura 6: Modificaciones para el polimorfismo G2 en la
secuencia de nucleétidos de ADN

En la proteina la variante G2 se observa en la eliminacion
de dos aminoacidos, N388 y Y389, dentro del mismo dominio

funcional que G1 (figura 7).
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Polimorfismos G2 de APOL1

Eliminacién de dos aminodcidos de la secuencia

Figura 7: Modificacién en la secuencia de aminoacidos en

presencia del polimorfismo G2

Tanto G1 como G2 son mutaciones exonicas, que alteran
la secuencia de la proteina codificada por APOL1 (Shah et al.,
2019).

Se ha identificado un alelo sin riesgo denominado GO, que
presenta secuencias con propiedades funcionales normales.
Cada persona hereda una copia del gen APOL1 de cada
progenitor, por lo que puede poseer cero, una o dos copias de

alelos de riesgo asociados a ERC (Friedman & Pollak, 2020).

5.3 Presencia de G1/G2 en Afrodescendientes

Las variantes de alto riesgo G1 y G2 son comunes en
individuos de ascendencia africana occidental, ya que confieren
resistencia frente a infecciones letales por Trypanosoma brucei
rhodesiense, un patdgeno endémico en esa region y presente en
otras zonas de Africa (Hung et al., 2023). Sin embargo, estas
variantes producen disfuncion de la proteina, afectando procesos
moleculares como la funcién mitocondrial, la activacién del
inflamosoma, el estrés del reticulo endoplasmico, la autofagia y el

transporte i6nico a través de la membrana (Grampp et al., 2023).
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5.4 Polimorfismos G1/G2 yla ERC

A pesar de su funcién antitripanolitica, la presencia de dos
copias de las variantes de APOL1 G1/G1, G2/G2 o G1/G2
aumenta significativamente el riesgo de desarrollar ERC
(Waitzman & Lin, 2019).

Las variantes naturales G1 y G2 contienen mutaciones en
la cremallera de leucina (LZ) C-terminal, que alteran su estructura
y la unién con la proteina SRA, permitiendo que APOL1 escape

de la neutralizacién mediada por SRA (Uzureau et al., 2020).

El higado constituye la principal fuente de APOL1
circulante; por lo tanto, en pacientes con variantes de riesgo, el
APOL1 mutante circulante se origina en este o6rgano. Sin
embargo, datos de la cohorte CRIC indican que los niveles
plasmaticos de las variantes G1/G2 no se asociaron con ERC, lo
que sugiere que la enfermedad renal relacionada con APOL1 no
depende del APOL1 circulante, sino de mutaciones genéticas
intrinsecas al rifidn o de interacciones gen-gen y gen-ambiente

que modifican el riesgo (Shah et al., 2019).

5.5 Expresion de G1/G2 en células renales

La expresion de las variantes de APOL1 en células renales
es toxica. Estudios in vitro han implicado multiples mecanismos
en la muerte celular mediada por APOLA1, incluyendo el influjo de
cationes a través de la funcién formadora de poros, la disfuncién
mitocondrial y los efectos sobre la proteina relacionada APOL3.
La incertidumbre sobre los mecanismos exactos ha limitado el
desarrollo de terapias dirigidas a la ERC mediada por APOL1,
figura 8 (Hung et al., 2023).

En modelos experimentales con ratones, la expresion de

las proteinas que portan las variantes G1 o G2 en podocitos
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provoca lesiones renales y glomeruloesclerosis, conduciendo a
fallo renal (Olabisi, 2024).

En podocitos, la truncacion de la hélice C-terminal de
APOL1 (APOL1A) o la eliminacion de APOL3 (APOL3KO) induce
reorganizacion de la actomiosina, relacionada con la inhibicion de
la sintesis de fosfatidilinositol-4-fosfato [PI(4)P] por la Pl(4)-cinasa
IlIB del Golgi (PI4KB). La alteracion de la hélice C-terminal de
APOL1 incrementa su uniéon a APOL3 y afecta la interaccion
APOL3-NCS-1. Dado que los podocitos de pacientes con
variantes G1 y G2 presentan un fenotipo similar a APOL1A o
APOL3KO, se sugiere que estas variantes pueden inducir
enfermedad renal al impedir que APOL3 active PI4KB, lo que
conduce a la reorganizacion de la actomiosina de los podocitos.
Tanto las alteraciones de la hélice C-terminal de APOL1 como la
delecién de APOL3 reducen la sintesis de PI(4)P en el Golgi,
acompafiadas de reorganizacién de actomiosina, aumento de la
motilidad celular y fision de organulos, procesos que podrian
contribuir a la disfuncion podocitaria (Uzureau et al., 2020).
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Funcién normal APOL 1 Presencia de variantes de

/ K+
Podocina /
S— ‘i

Na+ o /

Via APOL1-MiR
normal

Reticulo endoplasmico
normal

Figura 8: Diagrama podocito con y sin las variantes de
riesgo de APOL1

Estudios en ratones sugieren ademas un posible papel del
ARN del alelo de riesgo de APOL1, mas que de la proteina, en la
induccioén de lesiones en podocitos (Zhong et al., 2019). APOLA1
se encuentra ampliamente en las mitocondrias, y sus efectos
adversos podrian extenderse mas allda de cambios en la
permeabilidad de la membrana interna. La disfuncion mitocondrial
también se ha asociado con enfermedades renales no mediadas
por APOL1 (Ma et al., 2020).

Desde otro estudio con ratones como modelo experimental
se ha demostrado que las variantes de riesgo de APOL1 puede
inducir necrosis hepatica grave. Sin embargo, en humanos, las
variantes procedentes de donantes de higado no se han asociado
con resultados desfavorables del injerto. Esto sugiere que es la

expresion renal especifica de APOL1, y no la proteina circulante,

riesgo de APOL 1

Via APOL1-MiR
interrumpida

Estrés del reticulo

endopldsmico

Bloqueo autofagia
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la que resulta patogénica en la ERC asociada a las variantes de
riesgo (Shah et al., 2019).

Se propone que la expresion intrarenal de APOL1, mas
que la fraccion circulante, esta estrechamente vinculada con la
ERC. Dado que las mayorias de las nefropatias por APOL1 son
enfermedades podocitarias, la expresiéon de las variantes de
riesgo de APOL1 en podocitos y posiblemente en células
vasculares renales contribuyen al desarrollo de la ERC (Wakashin
et al., 2020).

5.6 Polimorfismos G1/G2 y posible el desarrollo de ERC

A pesar de la presencia de uno o ambos alelos de riesgo
de APOL1, solo una minoria de los portadores desarrolla
nefropatia asociada a APOL1. Esto ha dado lugar a la hipétesis
de un modelo de dos factores, que requiere la presencia de las
variantes de riesgo junto con la contribucion de factores
ambientales o sistémicos, como por ejemplo infecciones virales,
que pueden iniciar y promover la nefropatia (Grampp et al., 2023).
La mayoria de los individuos portadores de las dos variantes de
riesgo no desarrollan enfermedad renal, lo que sugiere que es
necesario un factor modificador. Entre los modificadores
identificados se incluyen alteraciones inducidas por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) en la respuesta inmunitaria y la
administracion de interferones. En estos casos, los niveles de
expresion de APOL1 aumentan a través de vias dependientes de
receptores tipo Toll 3. (TLR3) (Ma et al., 2020).

5.7 APOL1-B3 mecanismos de inflamacion

La inflamacién crénica contribuye a la progresion de
enfermedades glomerulares. En el estudio NEPTUNE, realizado
en pacientes con estas patologias, se observé que las variantes
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de APOL1 aumentan la expresion glomerular de CXCL9 y
CXCL11, quimiocinas inducidas por citocinas proinflamatorias
como TNF. En este contexto, se examiné el papel de APOL1 en
la regulacién de la sefalizacién proinflamatoria en células
glomerulares, identificandose una nueva isoforma de proteina
intracelular, APOL1-B3, la cual se asocia con NLRP12. Ademas,
se encontré que APOL1-B3-G2 potencia el dafo podocitario en
nefropatias inducidas en modelo murino, identificando una nueva
variante de ARNm, APOL1-V2-3, la cual carece de secuencia
sefial, sugiriendo que APOL1-B3 es una proteina citoplasmatica
y no es secretada como es el caso de la isoforma A (Wakashin et
al., 2020).

5.8 APOLI1 trasplante renal

El riesgo de nefropatia asociada a APOL1 persiste en
aloinjertos renales de donadores portadores de variantes de
riesgo, lo que indica que los efectos patogénicos se generan
dentro de las células renales. Por lo tanto, cualquier factor que
modifique la expresion de APOL1 en el rifion puede alterar el

riesgo de desarrollar enfermedad (Grampp et al., 2023).

Se ha demostrado que los rifiones de donantes de raza
negra presentan tasas significativamente mas bajas de
supervivencia del injerto. Sin embargo, este efecto no se debe a
la ascendencia africana en si misma, sino a la presencia de las
variantes de riesgo. Los donantes de raza negra que no portan
los alelos de riesgo muestran tasas de supervivencia a largo plazo

comparables a las de donantes no negros (Shah et al., 2019).

Asimismo, se ha planteado que existen “segundos golpes”
(second hits) que modifican el riesgo en rifiones con variantes de

APOL1. En ftrasplantes, estos factores incluyen obesidad,
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tabaquismo, proteinuria, hipertension, viremia BK, viremia por
CMV, asi como la edad del donante y del receptor, los cuales
pueden actuar como modificadores del riesgo de pérdida del
injerto (Shah et al., 2019).

5.9 APOLI1 en la autofagia, cancer

Se ha demostrado que APOL1 es una nueva proteina BH3-
Only, un subgrupo especifico de la familia Bcl-2 que comparte el
dominio estructural BH3 pero carece de los demas dominios de
homologia. Estas proteinas son iniciadoras clave de la apoptosis
(Glab et al., 2016).

Cuando APOL1 se sobreexpresa intracelularmente, induce
autofagia y muerte celular asociada a este proceso en distintos
tipos celulares. La disfuncién de la autofagia se ha vinculado con
el desarrollo de diversas enfermedades, como cancer,
cardiomiopatias, enfermedad inflamatoria intestinal, obesidad,
enfermedades neurodegenerativas y ERC. Alteraciones en
proteinas que deterioran los procesos de apoptosis y autofagia
han sido relacionadas con la patogénesis de diferentes tipos de
cancer (Hu et al., 2012).

5.10 APOL1 en poblacién latina

En Estados Unidos, la poblacion latina o hispana
representa el 15.1% de los adultos mayores de 20 afios, un grupo
con alto riesgo de desarrollar enfermedades crénicas, incluida la
ERC. Aunque pocos estudios han explorado esta asociacién, se
han reportado vinculos significativos entre las variantes de riesgo
de APOL1 y la ERC no diabética en adultos hispanos en didlisis

o registrados en biobancos clinicos (Kramer et al., 2016).

Se ha demostrado que las variantes genéticas de APOL1

se asocian con el riesgo de ERC en adultos hispanos/latinos en
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Estados Unidos. La frecuencia de estas variantes varia segun el
origen: es hasta 14 veces mayor en latinos de origen caribefio
(Puerto Rico, Republica Dominicana o Cuba) en comparacién con
aquellos de origen continental (México, Centroamérica o

Sudameérica) (Kramer et al., 2016).
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6 JUSTIFICACION

La ERC representa actualmente un problema de salud
publica en Meéxico. La incidencia anual estimada es de
aproximadamente 45 mil casos nuevos, lo que corresponde a 346
por millén de habitantes (Sosa, J. A., 2023), De igual manera, se
ha documentado un incremento notable en la mortalidad
relacionada con esta enfermedad, pasando de 5,621 defunciones
en el afio 2000 a 11,833 en 2020 (Investigacion en Ciencias de
Informacién Geoespacial AC, C, 2024). Estas cifras reflejan la
creciente carga de la ERC en la poblacion mexicana. En el ambito
economico, la ERC constituye un reto considerable para los
sistemas de salud. En 2014, su tratamiento representd
aproximadamente el 15% del gasto total anual del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), equivalente a 13,250
millones de pesos, a pesar de destinarse Unicamente al 0.8% de
los derechohabientes (Cortés-Sanabria, L., 2017).

Ademas de su impacto sanitario y econémico, la ERC
afecta de forma significativa la calidad de vida de los pacientes.
Actualmente, el diagnéstico se basa en examenes de orina y
sangre, asi como en estudios histoldgicos y radioldgicos (Orozco,
B. R., 2010). No obstante, aunque se ha demostrado que factores
genéticos como las variantes de riesgo G1 y G2 del gen APOL1
contribuyen al desarrollo de la enfermedad, se desconoce la
prevalencia de estas variantes en la poblacién mexicana. Este
vacio de conocimiento limita la identificacion temprana de
individuos en riesgo y, en consecuencia, la implementacion de
estrategias preventivas personalizadas. Ante este panorama, la
presente investigacion tiene como objetivo desarrollar y
estandarizar una prueba molecular para amplificar el transcrito de

APOL1 e identificar las variantes genéticas G1 y G2 en cultivos
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de células humanas. Este avance permitira comprender mejor la
base genética de la ERC en México y sentar las bases para
futuras aplicaciones clinicas orientadas al diagndstico temprano y

la medicina personalizada.
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7 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ERC constituye una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial, y México no es la excepcién. En un
gran numero de casos, no se logra identificar el origen especifico
de la patologia, lo que dificulta su prevencion y tratamiento. En
poblaciones de ascendencia afroamericana se ha descrito un
factor genético determinante: las variantes de riesgo G1 y G2 del
gen APOL1, las cuales incrementan significativamente la
susceptibilidad a desarrollar ERC. Considerando el linaje
multicultural de la poblacion mexicana, es probable que estas
variantes también estén presentes en el pais; sin embargo, su
prevalencia y posible contribucion a la enfermedad adn no han
sido estudiadas. En Meéxico, no se dispone de pruebas
moleculares especificas para identificar polimorfismos genéticos
asociados a la ERC, ni se cuenta con informaciéon sobre la
frecuencia de las variantes G1 y G2 de APOL1 en la poblacion.
Esta carencia limita la implementacion de estrategias de
prevencién, diagndstico temprano y tratamientos dirigidos, lo que
representa un vacio critico en el abordaje de la ERC a nivel

nacional.

Ante esta situacion, la presente investigacién propone
desarrollar y estandarizar una prueba molecular para amplificar el
transcrito del gen APOL1 e identificar las variantes G1 y G2 en
cultivos de células humanas. Este enfoque permitira sentar las
bases para determinar la contribucién genética de APOL1 al
desarrollo de la ERC en México y abrir nuevas perspectivas hacia

un manejo mas preciso y personalizado de la enfermedad.

51



8 OBJETIVO GENERAL
Disefiar y estandarizar una prueba molecular para la
deteccion de las variantes de riesgo del gen APOL1 asociadas a

la ERC, utilizando lineas celulares y sangre de origen humano.

9  OBJETIVOS ESPECIFICOS
Amplificar el ARNm maduro del gen APOL1 y la region del exén
E7
Analizar los cambios de nucleétidos de los amplificados

Analizar los cambios a nivel aminoacidos de la proteina APOL1
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10 METODOLOGIA

FamtY
L1
g RErtrACA . — }
DISENO DE Secuencias  de | |Alineamientos moltiples e Software utilizado
OLIGONUCLEOTIDO ARNm de APOL1 | |identificacion de VectorBee
en NCBI secuencias conservadas
O
) ocuLtive
&= o= AnmroTar Estandarizacién
EXTRACCION, C33A,  Hela, Método  fencl/ Método condiciones
AMPLIFICACION Y HaCaT SW480 cloroformo refrofranscripcion
16 amplificacién.
s0°c
|
a8s5°c
|
2N 20°c
L3
g |
Métoda S 24°c
27N
141
L
Buscar la
SRS NS DN presencia de
PACIENTES polimarfismos

en APOL1

Figura 9: presentacion grafica de metodologia
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11 MATERIAL Y METODOS

11.1 Cultivo celular

Dado que el acceso a muestras humanas implica
consideraciones éticas, regulatorias y logisticas, se opté por
utilizar lineas celulares de origen humano como modelo
experimental para la estandarizacion del protocolo de deteccién
de variantes del gen APOL1. Estas lineas celulares ofrecen varias
ventajas: permiten disponer de un material genético humano
reproducible, controlado y libre de variaciones asociadas a
factores clinicos; ademas, facilitan la obtencién de ADN de alta
calidad en cantidades suficientes para pruebas repetitivas de
optimizacion. El empleo de este sistema experimental constituye
un paso intermedio seguro y confiable antes de la aplicacion del
protocolo en muestras bioldgicas provenientes de pacientes. Se
seleccionaron las lineas celulares C33A, HelLa, HaCaT y SW480
debido a que representan modelos de diferentes tejidos de origen
humano (cérvix, epitelio cervical, queratinocitos y colon,
respectivamente), lo que permite evaluar la expresion y
amplificacion del gen APOL1 en distintos contextos celulares.
Estas lineas estdn bien caracterizadas, son ampliamente
utilizadas en investigacion biomédica y garantizan la
disponibilidad constante de material genético humano. El uso de
varias lineas celulares, ademas, permite descartar sesgos
asociados a un unico tipo celular y proporciona mayor robustez a

la estandarizacion del protocolo molecular.

Las células C33-A son células epiteliales de cérvix de una
paciente caucasica de 66 afios con cancer cervicouterino
negativas a la presencia del virus de papiloma humano. Se
caracteriza por una alteracidon genética en el gen TP53, debido a

una mutacion puntual en el codén 273 se genera una sustitucion
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de arginina por cisteina, esto da como resultado una expresion
elevada de la proteina p53. Esta variante desempefia un papel
critico en la fisiopatologia de las células, esta influye en su
crecimiento y en su potencial tumorigénico (Cytion, 2025). Las
células Hela son células del cérvix uterino de una paciente
afroamericana de 30 afios con cancer de cuello uterino, presenta
un complejo cariotipo donde se encuentra un alto grado de
aneuploidia y reordenamientos estructurales, presentan 82
cromosomas, pero puede variar de 70 a 164, el 98% de las células
poseen un pequefio cromosoma telocéntrico (Células HELA,
2025). Las células HaCaT son queratinocitos de un hombre
caucasico de 62 afos, estas células son de la piel, son
hipodiploides (Linea Celular HaCaT. 2025). Las células SW-480
son células del intestino largo y colon, obtenidas de un cociente
con cancer colorrectal, estas células se obtuvieron de un hombre
caucasico de 50 afios (Células SW-480, 2025). Estas células
expresan niveles altos de la proteina p53, sus receptores
expresados son el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
queratina. matrilisina, una metaloproteinasa asociada a la

invasivilidad tumoral, esta no se expresa (Células SW-480, 2025).

Las lineas celulares C33-A (cat. HTB-31), HelLa (cat. CRM-
CCL-2), HaCaT (Cat. CRL-2404) y SW-480 (Cat. CCL-228), se
mantuvieron en condiciones controladas; cultivadas en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) adicionado con
suero fetal bovino al 10%, a una temperatura de 37°C y una
atmosfera de 5% de COz2 (figura 10).
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Figura 10. Lineas celulares SW-480, HeLa, C33A y HaCaT

11.2 Extraccion ARN total en células

Para la extracciéon de ARN total se utilizé el reactivo
TRIzol™ (NO, Cat, 15596018, Invitrogen,Carlsbad,CA), se
adiciond directamente a una caja T25 de cultivo celular al 100%
de confluencia, se procedié a homogenizar la monocapa celular y
se recolectd en un tubo de 2 ml. Posteriormente se siguieron las
indicaciones del fabricante hasta resuspender nuestro ARN total

en agua libre de nucleasas.

A nuestros productos obtenidos, se midié la concentracion
y la pureza del producto en un nanofotémetro N60 IMPLEN
GMBH y se visualizé la integridad del ARN en un gel de agarosa
al 1% con amortiguador Tris acetato EDTA (TAE) al 0.5X a un
voltaje de 100 voltios por 60 minutos.
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El Tris-Acetato EDTA (TAE) es un buffer que se utiliza en
la electroforesis, tiene mayor capacidad de resolucién para
tamafos grandes de ADN (Cornejo Amelia, 2014). Es un tampén
estandar compuesto de Tris (2-amino-2-[hidroximetil]-1,3-
propanodiol), acido acético y EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), este presenta iones que transportan la
corriente eléctrica, amortiguan el pH y mantienen un medio de

baja conductividad (Sanderson et al., 2014).

11.3 Obtencion de ADNc por Retrotranscripcion

Para la obtencién de ADNc a partir de ARN se realizé una
retrotranscripcion utilizando el kit comercial de sintesis ADNc
RevertAid H Minus (Thermo Scientific™) con numero de catalogo
K1622, utilizando los hexameros aleatorios y agua libre de

RNAsas. Se adicionaron los reactivos de acuerdo con la tabla 5.

Tabla 5: Mezcla de reaccion para RT

Componentes Volumen

1 ng-5ug ARN
total
10 pg -0.5 pg
ARN Total ARNm
001 pg—-05upg
ARN especifico
Hexameros 1ul
aleatorios H
HM
Agua libre de Aforar a 12 pl
nucleasas
Volumen total 12 gL
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La reaccioén fue sometida a un proceso de incubacién a 65
°C por 5 minutos, esto permite disociar las estructuras
secundarias presentes en el ARN total, posterior a ello se

afiadieron los siguientes componentes (tabla 6).

Tabla 6: Segunda mezcla de reaccién para RT

Componentes Volumen

5x Buffer de
Lo 4 pl
reaccion
RiboLock
RMase
Inhibitor
(20/ U/pl)
10 mM dNTP
Mix
RevertAid M-
MulLV RT

(2007 U/ul)

1 pl

2l

1 L

Volumen total 20 pl

Dentro del termociclador se utilizaron las siguientes
condiciones observadas en la tabla 5 para la amplificacion de

ADNCc a partir de ARN total.

Tabla 7: Condiciones de amplificacion de RT

Temperatura Numero
pr Tiempo de ciclos

25 5 min 1

42 60 min 1

70 5 min 1
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114 PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)

Utilizando el ADNc generado anteriormente, se utilizaron
oligonucledtidos especificos de APOL 1 que amplifica la region de
interés, los cuales se representan en la tabla 8 y de acuerdo con
las condiciones de la tabla 9.

Tabla 8: Oligos de APOL1

Temperatur Tamaiio del

Oligo a°C amplicén

Secuencia

Fw_ApoL1-T
TGAGAGTCTCTGTCCTCTGC
Apol T 60 1196 pb Rw_ApoL1-T
TTGGTCCGCCTGCAGAATCTT
AT

Fw_Apol1-4
GCAGAGGAGTCAAGCTCACG
G
Apol 1-4 60 203 pb
po P Rw_Apol1-4
TTCTTGGTCCGCCTGCAGAAT
c

Tabla 9: Condiciones de PCR para la amplificacion de
APOL Total y region 4 de APOL 1

Temperatura °C Tiempo # Ciclos

94 2 min 1
94 30 seg

45 - 60 30 seg 40
72 1 min
72 5 min 1
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Se esperaron 2 amplicones que cumplieran con los
tamaros de 1196 pb y 203pb; el cual se corroboré por medio de
un corrimiento en gel de agarosa de electroforesis en las

condiciones anteriormente mencionadas.

11.5 Purificacion de ADN

Para el proceso de extraccion y purificacion de ADN en gel
se utilizé el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Se siguieron
las instrucciones del proveedor y el producto se corrié en un gel
de electroforesis de agarosa al 0.8%, a un voltaje de 100V por 60
minutos. Se cortaron las bandas en el gel que correspondian a
203 pb. Estas muestras se midié su concentracion y se volvieron
a correr en un gel de agarosa para corroborar que no existen

productos inespecificos que obstruyan la secuenciacion.

11.6  Clonacion de amplicon de APOL1

Para la clonacién se us6 el kit Thermo Scientific™
CloneJET PCR Cloning Kit, siguiendo las instrucciones del
proveedor se colocaron las condiciones utilizadas en la tabla 10.
Es importante recalcar que la clonacién se realiza con extremos
romos, por lo cual el tratamiento inicial es con una enzima

rasuradora para generar dichos extremos.
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CANTIDAD

MUESTRA EN ul
22X BU’FFEFE‘ DE 10
REACCION
PRODUCTO DE 2
PCR APOL1
AGUA LIBRE DE 5
NUCLEASAS
ENZIMA ADN 1
BLUNTING
Se incubo a 70°C y se afadio lo
siguiente:
pJET 1.2 blunt 1
ADN LIGASA T4 1
Se incuba Jla reaccion a
temperatura ambiente 5

minutos, inmediatamente se
procede a la transformacion de
célirlas competentes.

Tabla 10.- Mezcla de reaccion para la clonacion con pJET 1.2
blunt para APOL1.

11.1  Generacion de células competentes

A partir de un cultivo permanente de E. coli cepa TOP10
se inocularon 10 ml de medio Luria-Bertoni (LB) durante 3 horas
y con centrifugacion de 250 rpm. Posteriormente la biomasa se
empaqueto en un tubo de polipropileno de 2 ml, se lavo la pastilla
que se obtuvo con 350 pl de CaClz 0.1 M, se incubd en hielo por
15 minutos y se volvié a centrifugar a 4,000 rpm a 4°C por 10
minutos, posterior a la centrifugacion se decanto el sobrenadante
y se resuspendio6 la pastilla en 100 pl de CaClz 0.1 M para su

transformacion.

11.2  Transformacion de células bacterianas
Se resuspendieron las células competentes, tomando una

alicuota de 100 pl y adicionando 1 pl del plasmido, se incubd



durante 15 minutos en hielo y se dio un choque térmico a 42°C e
inmediatamente se incubd en hielo por 3 minutos y se agregé a 1
ml de LB sin antibiético incubidndose a 37°C durante 1 hora.
Finalizando la incubacion se centrifugaron los tubos a 4,500 rpm
a 4 °C por 5 minutos, eliminandose el sobrenadante y
resuspendiendo la pastilla con 100 ul de LB sin antibiético. El
resuspendido se siembra de forma masiva en placas de LB con
ampicilina a una concentracion de 100ug/ul. Se dejaron incubar a
37°C por 18 horas.

11.3  Analisis de clonas
Del crecimiento de las colonias en las placas de LB con
antibidtico se seleccionaron 3-5 clonas de cada placa. Cada una
de ellas se sembrd en 10 ml de medio LB con ampicilina a una
concentracion de 100ug/ul e incubandose a 37°C, 250 rpm
durante 18 horas para posteriormente la realizacién de la

extraccion de ADN plasmidico.

11.4  Extraccion de plasmido por lisis alcalina

Se centrifugaron los cultivos que resultaron de las clonas
seleccionadas, obteniendo la biomasa, esta se resuspendié en
100 pl de la Solucién | de lisis y se mezclé vigorosamente en el
vortex durante 60 segundos, se adicion6 8 pl de lisozima y 5 pl de
RNasa, se mezcl6 por vortex para homogeneizar toda la solucién.
Después se afnadiéo 200 ul de Soluciéon de lisis Il la cual esta
constituida por 100 ul de SDS al 2% y 100 ul de NaOH 0.4N, una
vez adicionada la Solucién I, se le agregaron 150 ul de Solucién
de lisis Il y se invirti6 varias veces, incubando en hielo por 5
minutos. Paso seguido se centrifugé a 12,000 rpm a 4°C por 5
minutos y todo el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo

estéril. Al tubo estéril se le anadié 150 pl de isopropanol y se



mezcld por inversion, se incubo a -20 °C durante 5 minutos para
después centrifugar a 10,000 rpm a 4°C por 5 minutos. Se
removié el sobrenadante quedando una pastilla, se lavé con
etanol al 70% y se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C por 2 minutos,
se removié el sobrenadante, se dej6 evaporar el alcohol y se
resuspendio la pastilla con 50 pl de agua libre de DNasas. Este
producto obtenido se midié la concentracién por absorbancia. A
estos plasmidos se corroboro el tamafo del amplicén introducido
por medio de PCR con las condiciones ya estandarizadas y

mediante un perfil de restriccion

11.5  Corroboracion de las clonas

Se realizé una PCR con los oligos del plasmido pJet1.2
blunt para asegurarnos que el amplicon insertado en el plasmido
corresponde a APOL1, el programa de PCR se resume en la tabla
11.

Numero de ciclos et Tiempo
ura
1 94°C 2 minutos
94°C 30
segundos
40 60°C | 1 minuto

72°C 2 minutos

1 72°C 5 minutos

Tabla 11.- Condiciones de PCR para pJET1.
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12 RESULTADOS Y DISCUSION
12.1 Mantenimiento celular
El mantenimiento celular de las 4 lineas celulares SW-480,

Hela, C33A y HaCaT fue el 6ptimo para el proceso de extraccion
de RNA.

Figura 11: Lineas celulares SW-480, HeLa, C33A y HaCaT

12.2 Extraccion ARN total
Se realizo la extraccion de ARN por el método
fenol/cloroformo de las 4 lineas celulares, obteniendo asi la

siguiente tabla de absorbancia y pureza:
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Tabla 12. Concentracion y absorbancia obtenidas de las

lineas celulares.

Linea Concentracion

celular nglul Azgoiz80
SW-480 72373 1796
C33A 710.08 1906
HaCaT 817.56 1.058
HelLa 801.48 1.803
12.3 Electroforesis en gel

Para visualizar que el ARN total extraido no experimentara
un proceso de degradacion, se afadieron las muestras en un gel
de agarosa al 1%, el cual fue sometido a un voltaje de 100 V por

50 minutos, con amortiguador TAE 0.5X, figura 8.

ARN-C33A ARN-HaCaT ARN-HEla

Figura 12: Bandas de ARN total en gel de electroforesis

124 PCR

Para estandarizar las condiciones de amplificacion por
PCR se utilizd la linea celular SW-480, con el uso de oligos
especificos de APOL1 se realizaron pruebas con diferentes
temperaturas para determinar la temperatura Optima de

hibridacion (tabla 13) observando que las condiciones éptimas
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son 94°C para la desnaturalizaciéon, 55°C para el proceso de

hibridacién y una temperatura de 72°C para la amplificacion.

Tabla 13. Condiciones de PCR para la amplificacion del
gen APOL1.

Temperatura °C Temperatura °C  Temperatura °C Temperatura °C

# 7] #3 Final
80 85 90 94
35 40 45 45- 60
60 65 70 72

Con las condiciones estandarizadas, se logro la
amplificacion del fragmento esperado del gen APOL1 en las
cuatro lineas celulares analizadas. En el gel de electroforesis
(Figura 9) se observaron bandas definidas correspondientes al
tamafo aproximado de 203 pb, lo cual coincide con el producto
esperado segun el disefio de los oligonucledtidos. Este hallazgo
confirma que las condiciones de PCR utilizadas fueron

adecuadas para generar amplicones especificos y reproducibles.

El hecho de que se obtuvieran productos de amplificacion
en todas las lineas celulares (C33A, HeLa, HaCaT y SW480) es
particularmente relevante, ya que valida la robustez del protocolo
independientemente del origen tisular de las células. Ademas, la
coincidencia en el tamafo de los amplicones entre las diferentes
lineas confirma la especificidad de los iniciadores disefados y
descarta la presencia de amplificaciones inespecificas o

artefactos experimentales.
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Figura 9: Amplicones de APOL1 por PCR

12.5Purificacion

Se realizé la purificacion y concentracién del ADNc para su
posterior secuenciacion mediante el método Sanger,
seleccionando especificamente las bandas de interés mediante
corte en un gel de agarosa al 2% (Figura 10). Esta estrategia
permite aislar Unicamente la banda deseada, eliminando
fragmentos no especificos o contaminantes que podrian interferir
con la secuenciacion y generar resultados ambiguos o sesgados.
Al enfocarse exclusivamente en la banda correctamente
amplificada y purificada, se garantiza la fidelidad de la lectura del
ADNc y la validez de los datos obtenidos. Los resultados
confirmaron que se logro purificar el fragmento correcto de
APOL1, asegurando que la secuenciacion analizaria Unicamente
la secuencia objetivo, lo cual es fundamental para la identificacion
confiable de las variantes de riesgo G1 y G2 en los ensayos

posteriores.
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Marcad
Marcador pcR.c3zA PCR-HaCaT PCR-Hela arcacol becr.c3sa PCR-HaCaT

100pb 100pb

500pb

Figura 10: Corte de los amplicones generados por PCR de
la region 1-4 del gen APOL1

Posterior a la purificacion se realizé un gel de electroforesis

para observar las bandas del producto ya purificado (figura 11).

Marcador
PCR-C33A PCR-HaCaT PCR-Hela
100pb

500pb [==—>

-

Figura 11: Bandas del producto purificado de PCR
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12.6Andlisis de secuencia y representacion grdfica por WebLogo

La secuenciacion de nucledtidos es un paso esencial
porque proporciona la informacion primaria de la composicién
genética del fragmento de APOL1, incluyendo las posibles
variantes G1 y G2. Sin embargo, los datos obtenidos
corresponden Unicamente a nucledtidos; para comprender las
posibles implicaciones funcionales de las variantes, es necesario
traducir estas secuencias a su correspondiente secuencia de
aminoacidos. Esta traduccion permite identificar cambios en la
estructura de la proteina que podrian alterar su funcién, como la
formacion de poros o la interaccién con otras proteinas. Por lo
tanto, la secuenciacion de nucleétidos y su posterior analisis en
aminoacidos es un paso crucial para validar la identidad del
fragmento amplificado y garantizar que los oligonucleétidos
disefiados detectan correctamente las variantes de riesgo de
APOL1. Las secuencias obtenidas mediante el método Sanger se
analizaron utilizando el software BioEdit 7.7.1, lo que permiti6 la
visualizacion de los electroferogramas y la inspeccién detallada

de la secuencia de nucledétidos (Figura 12).

170 180 19

5 20
GAGGCCTGGAACGGATTCGTGGC

m A0
GTATTTCAAGG AAAAAGTGAGCACACAGAATCTGCTACTCCTGCTGACTG

Figura 12: electroferograma de secuencia de la region 4 de
APOL1
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A partir de las secuencias de nucleétidos obtenidas, se
realizé la traduccion a secuencias de aminoacidos utilizando el
programa Expasy (https://web.expasy.org/translate/), generando
una secuencia proteica correspondiente para cada una de las
cuatro lineas celulares analizadas. Posteriormente, estas
secuencias de aminodacidos fueron evaluadas para determinar la
presencia de los polimorfismos de riesgo de APOL1, G1y G2,y
se representaron mediante la aplicacién web WebLogo 2.8.2 para

visualizar patrones de conservacion y variacion (Figura 13).

Es importante destacar que en ninguna de las lineas
celulares evaluadas se detectaron las variantes de riesgo G1 o
G2. Esto es consistente con su condicion de células de referencia:
aunque la linea HelLa proviene de una mujer afroamericana, la
baja prevalencia de estas variantes en la poblacion general hace
improbable su presencia. La ausencia de estas variantes valida la
especificidad y funcionalidad de los oligonucleétidos disefiados,
asi como la metodologia empleada, confirmando que el protocolo
es capaz de detectar correctamente las secuencias de APOL1 sin

generar falsos positivos.
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Figura 13: Representacién WebLogo de las secuencias de
APOL1



12.7  Control de reaccion por clonacion pJET 1.2

Como control experimental, se procedi6 a la clonacion del
gen APOL1 en el vector pJET 1.2 (Figura 13). Este plasmido
circular esté disefiado para facilitar la insercion de fragmentos de
ADN mediante un sistema de clonacion directa, lo que lo convierte
en una herramienta Gtil para validar la especificidad de las
reacciones de amplificacion (Salomone, 2014). En este caso, se
cloné un fragmento de 1196 pb, correspondiente a una region
mayor del gen, con el objetivo de disponer de un control positivo
que permitiera comparar y confirmar los resultados obtenidos en

las diferentes muestras celulares.

La inclusién de este control es fundamental, ya que
asegura que las condiciones de amplificacién implementadas son
capaces de reproducir el fragmento de interés de manera
confiable. Ademas, proporciona una referencia directa para
evaluar la integridad del sistema de PCR vy la fidelidad de los
oligonucledtidos disefiados, fortaleciendo la validez de las
pruebas moleculares realizadas en las lineas celulares
(Salomone, 2014).
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Figura 14: Mapa del plasmido de pJET 1.2 con la

secuencia de APOL 1

El amplicén de APOL1 fue generado mediante la clonacion
en el plasmido pJET 1.2, utilizando los oligonucleétidos
previamente disefiados para amplificar la secuencia deseada. La
amplificacion se realizd directamente por PCR a partir del
plasmido, y el fragmento resultante de 1196 pb fue confirmado
mediante gel de electroforesis con un marcador de peso
molecular de 1 kb (Figura 15). Este resultado valida que los oligos
y las condiciones de PCR funcionan correctamente, lo que
proporciona confianza para la posterior amplificacion de
fragmentos mas pequefios, como los de 203 pb correspondientes
a las variantes de riesgo de APOL1, asegurando asi que los
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ensayos posteriores estaran basados en un sistema funcional y

confiable.

1196 pb

Marcador

1kb

PCR-Pjet

3000pb

=

<«—| 1000pb

Figura 15: Gel de clonacién por pJET 1.2
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13 CONCLUSIONES

Se logro disefiar y estandarizar la prueba molecular para
la deteccion del gen APOL1 en células de origen humano,
obteniendo amplicones con los tamarios esperados de 1196 y 203
pb. La secuenciacion y el analisis de las secuencias obtenidas
permitieron confirmar que, en las lineas celulares evaluadas, no
se encuentran presentes los polimorfismos de riesgo G1 y G2
asociados a la ERC. Estos resultados validan la especificidad de
los oligonucledtidos disefiados y demuestran que el protocolo
establecido es adecuado para la amplificacion y deteccion del
transcrito de APOL1, sentando las bases para futuras
aplicaciones en la identificacion de variantes de riesgo en otros

sistemas experimentales o muestras bioldgicas.
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14 PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras, este trabajo abre la posibilidad
de trasladar la metodologia estandarizada a muestras de
pacientes con ERC, especialmente aquellos con antecedentes
familiares de la enfermedad. La prueba molecular podria
aplicarse a muestras no invasivas, como sangre total o saliva, lo
que facilitaria su implementacioén clinica y permitiria la deteccién
temprana de las variantes de riesgo G1 y G2 del gen APOL1 en
la poblacién mexicana. Esto permitiria evaluar la frecuencia de
estas variantes en pacientes con ERC hereditaria, estudiar su
asociacion con la progresiéon y severidad de la enfermedad, y
sentar las bases para la medicina personalizada, priorizando el
seguimiento intensivo o estrategias terapéuticas especificas para
aquellos individuos portadores de variantes de riesgo. Ademas, la
informacioén obtenida podria integrarse en estudios poblacionales
para determinar la prevalencia de estas variantes en diferentes
regiones y grupos étnicos, asi como para explorar posibles
interacciones gen-gen y gen-ambiente que modifiquen el riesgo
de desarrollar ERC.
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