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Resumen

La enfermedad renal crénica (ERC) representa un creciente problema de salud publica en
México, donde su etiologia involucra factores metabolicos, ambientales y genéticos. Entre estos
ualtimos, las variantes del gen APOL1 se han asociado con un mayor riesgo de desarrollar ERC
en poblaciones con ascendencia africana; sin embargo, su caracterizacion en poblaciones
latinoamericanas continla siendo limitada. EI objetivo de este estudio fue estandarizar una
estrategia molecular basada en ARN mensajero de APOLL1 para la amplificacion de una region
codificante de APOL1 que contiene las variantes de riesgo G1 y G2 y su caracterizacion
mediante secuenciacion Sanger. Se disefid un par de oligonucleétidos dirigidos a una region
codificante del exdn 7 de APOL1, correspondiente al dominio 1V de la proteina. Se optimizaron
las condiciones de amplificacion mediante RT-PCR utilizando ARN total obtenido de cuatro
lineas celulares humanas, HaCaT, HeLa, SW-480, C33A, empleadas como modelo biol6gico
para la estandarizacion técnica. Los amplicones obtenidos (203 pb) fueron analizados mediante
secuenciacion Sanger para verificar la identidad de la region amplificada.

La amplificacion del fragmento esperado (203 pb) se obtuvo de manera reproducible en las
lineas celulares evaluadas. La secuenciacion confirmé la identidad del amplicon obtenido y los
analisis bioinformaticos complementarios (BLASTN, Primer-BLAST, In-Silico PCR y dbSNP)
respaldaron la evaluacion de la especificidad del par de oligonucledtidos disefiados para la region
blanco de APOL1. No se identificaron cambios nucleotidicos correspondientes a las variantes de
riesgo G1 y G2 en las secuencias analizadas, resultado consistente con el modelo biolégico
utilizado.

Esta metodologia constituye una aproximacion analitica preliminar para la amplificacion y
caracterizacion molecular de una region de APOL1 que alberga las variantes de riesgo G1/G2 y

proporciona una base metodoldgica para futuros estudios orientados a completar la validacion



analitica del método mediante la incorporacién de controles positivos y muestras clinicas

previamente caracterizadas.

Palabras Clave: APOL1, enfermedad renal cronica, RT-PCR, variantes de riesgo.

Abstract

Chronic kidney disease (CKD) represents a growing public health concern in Mexico, where its
etiology involves metabolic, environmental, and genetic factors. Among the latter, variants of the
APOL1 gene have been associated with an increased risk of CKD in populations of African
ancestry; however, their characterization in Latin American populations remains limited. The
aim of this study was to standardize an mMRNA-based molecular strategy for the amplification of
a coding region of APOL1 containing the G1 and G2 risk variants and its characterization by
Sanger sequencing. A pair of oligonucleotide primers targeting a coding region within exon 7 of
APOL1, corresponding to protein domain IV, was designed. Amplification conditions were
optimized by RT-PCR using total RNA extracted from four human cell lines (HaCaT, HelLa,
SW-480, and C33A), which were employed as biological models for technical standardization.
The resulting amplicons (203 bp) were analyzed by Sanger sequencing to verify the identity of
the amplified region.

Reproducible amplification of the expected 203-bp fragment was achieved in all evaluated cell
lines. Sanger sequencing confirmed the identity of the amplified product, while complementary
bioinformatic analyses (BLASTN, Primer-BLAST, In-Silico PCR, and dbSNP) supported the in
silico assessment of primer specificity for the target region of APOL1. No nucleotide changes
corresponding to the G1 and G2 risk variants were identified in the analyzed sequences, a
finding consistent with the biological model used.

This methodology constitutes a preliminary analytical approach for the amplification and
molecular characterization of an APOLL1 region harboring the G1/G2 risk variants and provides a
methodological basis for future studies aimed at completing the analytical validation of the
method through the incorporation of positive controls and previously characterized clinical

samples.
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Introduccion

La enfermedad renal cronica (ERC) se define como la presencia de un filtrado glomerular (FG)
menor a 60 ml/min/1.73 m2, asi como dafio renal evidenciado por marcadores como albuminuria,
alteraciones del sedimento urinario, desequilibrios hidroelectroliticos o anormalidades
estructurales detectadas por imagen o histologia, persistentes durante mas de tres meses*2. En
México, las principales causas reportadas de ERC incluyen diabetes mellitus (DM) 53%,
hipertension arterial sistémica (HAS) 35%, glomerulopatias 4%, ademas de formas idiopaticas y
de probable origen genético®. A nivel mundial, en 2019 se reportd un estimado de 697.3 millones
de casos de ERC y de 19 millones de casos incidentes. La tasa de incidencia se incrementd un
29.3% de 1990 a 2019* En México, la ERC representa una carga creciente para el sistema de
salud; se estima que mas de 14.5 millones de personas viven con esta enfermedad y que para el
2030 aproximadamente 5,4 millones requeriran terapia de reemplazo renal (TRR) con el
consecuente incremento en los costos de atencion*”.

Existen factores de susceptibilidad como edad avanzada, historia familiar de ERC, masa renal
disminuida, bajo peso al nacer, ascendencia africana y otras minorias étnicas, hipertension
arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), obesidad y nivel socioeconémico bajo®.

Entre los casos diagnosticados como “idiopaticos" existe una contribucion genética. En este
contexto, el gen APOL1 (apolipoproteina L1) ha cobrado relevancia. Esta proteina, parte esencial
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), participa tanto en la regulacién del colesterol
plasmatico como en mecanismos de inmunidad innata, debido a su capacidad litica frente a
ciertos protozoos®. Se han descrito dos variantes de riesgo en el gen APOL1: G1, definida por las
sustituciones S342G (rs73885319) e 1384M (rs60910145), y G2 (rs71785313), correspondiente a
una delecion de seis nucledtidos que ocasiona la pérdida de los aminoacidos N388 y Y389
(p.Asn388_Tyr389del), ambas ubicadas en el dominio 1V de la proteina, figura 1. En contraste,
el alelo GO representa la variante no asociada con riesgo. Las variantes de riesgo de APOL1
pueden encontrarse en individuos heterocigotos o homocigotos. Diversos estudios han
demostrado una fuerte asociacion entre las variantes G1 y G2 y la aparicion de ERC,
particularmente en individuos de ascendencia africana®’. Ademas, en pacientes que ya presentan
la ERC, la presencia de estas variantes de riesgo se ha vinculado con una progresion acelerada
hacia estadios avanzados de la enfermedad, lo que incrementa la probabilidad de desarrollar

complicaciones severas y reduce el tiempo hasta la falla renal terminal- 12,



Estudios recientes de genémica poblacional, como el Mexican Biobank (2023), han demostrado
que la ascendencia africana presenta una distribucion heterogénea en la poblacion mexicana. En
este contexto, las variantes de riesgo de APOL1 han sido identificadas previamente en individuos
latinoamericanos mediante estudios de gendémica poblacional, principalmente mediante
plataformas de genotipificacion y cohortes reclutadas en Estados Unidos®3. Sin embargo, existe
informacion limitada acerca de estrategias metodoldgicas dirigidas a la amplificacion y
caracterizacion molecular de regiones codificantes de APOL1 mediante aproximaciones
complementarias.

Historicamente, la ascendencia africana fue incorporada como factor en el célculo de la tasa de
filtrado glomerular estimada (eGFR) 4. No obstante, en 2021, la National Kidney Foundation y
la American Society of Nephrology recomendaron eliminar el ajuste basado en raza debido a
cuestionamientos sobre su validez bioldgica y su impacto en la equidad del acceso al diagnéstico
y tratamiento®!%, La identificacion de estas variantes se realiza convencionalmente mediante
andlisis de ADN gendmico, considerado el estandar para estudios de genotipificacion debido a su
estabilidad e independencia del nivel de expresion génica®'’. No obstante, en el presente trabajo
se empled ARN mensajero como modelo para la estandarizacion analitica de la amplificacién de
una region codificante de APOL1 que contiene las variantes G1/G2. Debido a que ambas
variantes se localizan dentro del mismo exon, el empleo de ARNm permitié establecer las
condiciones para la amplificacion de la region codificante de interés y verificar la identidad del
amplicon obtenido mediante secuenciacion Sanger'®°. Por lo anterior, el objetivo de este estudio
fue estandarizar una estrategia basada en RT-PCR para la amplificacion de una regién codificante
de APOL1 que contiene las variantes de riesgo G1 y G2, utilizando lineas celulares humanas

como modelo bioldgico y verificar la identidad del amplicon mediante secuenciacion Sanger.
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Figura 1. Representacion esquematica del gen APOL1 y de la proteina codificada (isoforma de referencia NP_003652.2). En la parte superior se
muestra la organizacion génica, indicando exones (cajas) e intrones (lineas), asi como la regién codificante correspondiente. En la parte inferior
se presenta la estructura de la proteina y la organizacion de sus dominios funcionales. Los nimeros (1-4) indican: (1) péptido sefial (M1-R26),
(2) dominio formador de poros (M60—W235), (3) dominio de direccionamiento de membrana (A238—P304) y (4) dominio de interaccién con
SRA (Serum Resistance-Associated protein por sus siglas en inglés) (A339-L398). Se muestran las posiciones de las variantes de riesgo: G1,
definido por dos sustituciones no sinénimas rs73885319 (p.Ser342Gly) y rs60910145 (p.lle384Met); y G2, correspondiente a la delecion
rs71785313 (p.Asn388_Tyr389del). Las posiciones de los aminoécidos se indican con base en la secuencia de referencia. Estas variantes se

localizan en el dominio C-terminal implicado en la interaccion con SRA, asociado a la actividad tripanolitica.

MATERIAL Y METODOS

Se disefid un par de oligonucle6tidos dirigidos a amplificar una regién codificante del exén 7 del
gen APOL1 que abarca las variantes de riesgo G1 (rs73885319, rs60910145) y G2 (rs71785313)
(Tabla I).

Previo al disefio de los oligonucleédtidos, se realizé un alineamiento mdltiple de mas de 100
secuencias del transcrito de APOL1 disponibles en bases de datos publicas

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificar regiones conservadas dentro del exon de interés.
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Los oligonucledtidos fueron disefiados utilizando como referencia la secuencia del transcrito de
APOL1 (NM_003661.4), con el objetivo de amplificar la region codificante correspondiente al
exon 7 que contiene las variantes de riesgo G1/G2. El disefio se realizd mediante la herramienta
Primer Design de la plataforma VectorBuilder v3.2.0-WIN considerando longitud del
oligonucleotido, contenido de GC, temperatura de fusion (Tm) y minimizacion de estructuras
secundarias. Posteriormente, el par de oligonucledtidos fue sometido a una evaluacion
bioinforméatica mediante BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para evaluar la especificidad
del alineamiento del par de oligonucleodtidos frente al genoma humano; Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) para confirmar el tamafio del
amplicdn esperado y descartar amplificaciones inespecificas; In-Silico PCR del UCSC Genome
Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr), ensamblaje GRCh38/hg38, para corroborar la

localizacion cromosomica del producto de amplificacion; y la base de datos dbSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) para verificar la ausencia de variantes reportadas dentro de
las regiones de unién de ambos oligonucledtidos. Los resultados de estas evaluaciones se
emplearon como evidencia complementaria para respaldar la seleccion del par de
oligonucleotidos dirigido a la amplificacion de la region blanco de APOL1.
Para la estandarizacion de la amplificacion del transcrito de APOL1 se emplearon cuatro lineas
celulares humanas:

e HaCaT, queratinocitos epidermales humanos (ATCC PCS-200-11)%.

e Hela, carcinoma cervical humano (ATCC CRM-CCL2)%.

e SW-480, adenocarcinoma colorrectal humano (ATCC CCL-228)%,

e C33A, carcinoma cervical humano HPV negativo?,
Las lineas celulares utilizadas en este estudio (HaCaT, SW-480, C33A y HelLa) se encontraban
disponibles en el laboratorio al momento del estudio. Algunas fueron adquiridas originalmente
de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) y otras fueron obtenidas
mediante donacion de otros grupos de investigacion. En todos los casos, las lineas celulares
corresponden a cepas originalmente derivadas de ATCC. Las células fueron mantenidas bajo
condiciones estandar de cultivo y se verificd su morfologia caracteristica durante el
mantenimiento.
Las lineas celulares fueron empleadas exclusivamente como modelo biologico para la

estandarizacion de los procesos de extraccion de ARN, amplificacion y verificacion por
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secuenciacion del fragmento de interés. No fueron utilizadas con fines de representatividad
poblacional ni para evaluacion funcional de APOL1. La seleccion de modelos celulares con
expresion detectable del transcrito permitié evaluar la amplificacion de la region codificante
objetivo en distintos contextos celulares.

Las células se mantuvieron con medio DMEM 1X, suero fetal bovino (SFB) al 5-10% en una
atmosfera de COz al 5%. Cuando alcanzaron una confluencia de 80 — 100% se procedio a
realizar la extraccion de ARN total eliminando el sobrenadante y directamente a la monocapa
celular se adicion6 TRIzol™ (Cat.: 15596018, Invitrogen, Carlsbad, CA), método fenol-
cloroformo. La concentracion y pureza del ARN total se evalu6 por espectrofotometria
(NanoPhotometer® N60, IMPLEN), obteniendose valores de concentracién en ng/ul y una
pureza con valores Agsopso 1.7-1.9. La integridad del ARN total se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% bajo condiciones no desnaturalizantes (TAE 0.5X a 100 V
durante 50 min) como control preliminar de la calidad. EI ARN total extraido fue tratado con
DNasa | (Cat.: EN0521 ThermoFisher Scientific) para eliminar ADN genomico residual. EI ARN
total previamente tratado con DNasa | se utilizd para la sintesis del ADN complementario
(ADNCc) mediante el kit Revert Aid H Minus (Cat.: EP0451, ThermoFisher Scientific) empleando
hexadmeros aleatorios y siguiendo las instrucciones del fabricante. Durante la sintesis de ADNc
no se incluyd una reaccion control sin transcriptasa reversa (-RT), por lo que la posible
contribucion de ADN gendmico residual no fue evaluada de manera experimental durante esta
etapa del estudio. Para estandarizar las condiciones de amplificacién entre las diferentes
muestras, el ARN total fue ajustado previamente a 500 ng/ul antes de la sintesis del ADNCc,
manteniéndose dentro del intervalo recomendado del fabricante (rango recomendado: 0.1 ng — 5
kg por reaccion). Posteriormente, el ADNc obtenido se utiliz6 como molde para la reaccién de
PCR, empleando 2 ul del producto de retrotranscripcidn por reaccion.

La amplificacion de un segmento del dominio 4 de APOL1 se realiz6 mediante PCR utilizando
los oligonucle6tidos disefiados (APOL1-4 sentido y APOL1-4 antisentido) y el PCR Master Mix
(Cat.: M7502, Promega) bajo las condiciones descritas en la tabla Il. Inicialmente, las reacciones
se realizaron en un volumen final de 10 ul para verificar la obtencion del fragmento esperado.
Para cada linea celular se realizaron dos experimentos independientes a partir de cultivos
celulares distintos, incluyendo extraccion independiente de ARN total, sintesis de ADNc y
amplificacion por PCR, con el fin de evaluar la reproducibilidad del procedimiento. Cada



reaccion incluyé ambos oligonucledtidos a una concentracion de 10 pM, obteniendo una
concentracion final de 0.5 uM para cada oligonucleétido en la reaccion. Una vez confirmada la
amplificacion del fragmento esperado, se realizaron tres reacciones adicionales de 30 pl
manteniendo la misma concentracion final de oligonucleétidos (0.5 UM por reaccién) para
obtener cantidad suficiente de producto para purificacion y secuenciacion.

Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1% (TAE 0.5X, 100 V, 50 min). Se
realizaron reacciones de PCR con un mayor volumen para obtener suficiente producto, el cual
fue purificado a partir del gel de agarosa utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit
(Cat.:28704, QIAGEN). La concentracion final se cuantificO nuevamente por espectrofotometria
para su posterior secuenciacion mediante el método de Sanger. Las secuencias obtenidas se
editaron y alinearon utilizando el software BioEdit 7.7.1 mediante la herramienta ClustalW
Multiple Alignment para realizar el alineamiento multiple?*. Posteriormente, las secuencias se
alinearon con la secuencia de referencia del transcrito de APOL1 (NM_003661.4) y con las
secuencias de referencia correspondientes a los alelos GO, G1 y G2 para verificar la cobertura de
las posiciones de rs73885319, rs60910145 y rs71785313. Adicionalmente, se inspeccionaron las
posiciones de unién de ambos oligonucledtidos para confirmar la ausencia de variantes

reportadas que pudieran interferir con la amplificacion del fragmento de interés.

Tabla I. Caracteristicas del par de oligonucleétidos disefiado para la amplificacion de una regién codificante del gen APOL1 que contiene las

variantes de riesgo G1/G2.

Tamafio ) . L
Tm Secuencia Longitud GC Posicion
Nombre del
°C o 5 -3 (nt) (%) NM_003661.4
amplicon
APOL 1-4
_ GCAGAGGAGTCAAGCTCACGG 21 61.9 1095 - 1115
sentido
- 203 pb
APOL 1-4
) ) 59.8 TTCTTGGTCCGCCTGCAGAATC 22 54.5 1276 - 1297
antisentido

Tabla Il. Condiciones de retrotranscripcion (RT) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de la regién codificante de

APOL1 que contiene las variantes de riesgo.



PCR

Retrotranscripcion Temperatura
Tiempo # Ciclos
Temperatura . . °C
Tiempo  # Ciclos
°C 94° 2:00 1
25° 5:00 94° 0:30
42° 1:00:00 1 60° 0:30 35
72° 5:00 72° 1:00
4° 0 72° 5:00 1
4° 00

Resultados

El analisis bioinformatico del par de oligonucleétidos mostréd resultados consistentes entre las
herramientas empleadas. BLASTN evidenci6 el alineamiento de ambos oligonucle6tidos con la
region blanco del gen APOLL; Primer-BLAST predijo la obtencion de un Unico amplicon del
tamano esperado (203 pb); el analisis mediante In-Silico PCR localiz6 el producto esperado en el
cromosoma 22 (GRCh38/hg38); y la consulta en la base de datos dbSNP mostro ausencia de
variantes reportadas dentro de las regiones de union de ambos oligonucledtidos. En conjunto,
estos resultados respaldaron la seleccion del par de oligonucleétidos para la amplificacion de la
region codificante de APOL1 evaluada en este estudio.

Posteriormente, se obtuvo la amplificacion del fragmento esperado de 203 pb correspondiente a
la region codificante de APOL1 en las cuatro lineas celulares humanas evaluadas (figura 2). En
todos los casos se observo un Unico producto de amplificacién del tamafio esperado y no se
detectaron bandas adicionales bajo las condiciones experimentales evaluadas. Los productos
amplificados fueron purificados y analizados mediante secuenciacién Sanger. Las secuencias
obtenidas se alinearon con la secuencia de referencia del transcrito de APOL1 (NM_003661.4) y
se compararon con las secuencias de referencia correspondientes a los alelos GO, G1 y G2 para
verificar la cobertura de las posiciones asociadas con las variantes de riesgo. El analisis de los
cromatogramas y del alineamiento mostré conservacion de la secuencia de referencia en las
posiciones correspondientes a rs73885319, rs60910145 y rs71785313.

Para el analisis comparativo, las secuencias de referencia correspondientes a los alelos G1 y G2

se construyeron incorporando, respecto a la secuencia de referencia GO (NM_003661.4), las



sustituciones nucleotidicas rs73885319 y rs60910145 para G1, y la delecion rs71785313 para
G2. No se identificaron las sustituciones nucleotidicas asociadas con G1 ni la delecidn
caracteristica de G2 respecto a la secuencia de referencia en ninguna de las secuencias obtenidas

de las cuatro lineas celulares analizadas (figura 3).

P.M.
100 pb HaCaT HeLa Sw480 C33-A NTC

500pb ——b

300pb —— <«— 203pb

200pb —»

Gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE al 0.5%
Corrido a 100V durante 50 minutos

Figura 2. Amplificacion por PCR del fragmento correspondiente al dominio IV del gen APOL1 en lineas celulares humanas. Carril 1: marcador
de peso molecular; carriles 2-5: productos de amplificacién obtenidos a partir de las lineas celulares evaluadas; NTC (No Template Control):
control negativo, que contiene todos los reactivos de la PCR excepto ADNc. Se observa un tnico amplicon del tamafio esperado (203 pb), sin

bandas adicionales visibles bajo las condiciones experimentales evaluadas.

A) rs73885319 rs60910145 rs71785313
(A>G) (T>G) (del TTATAA)

30 * 40 160 =% 170 180
GCCCCTGTAAGCTTCTTTICT TAAACATTCTCAACAATAATTATAA

|

rs73885319 rs60910145 rs71785313

B) (A>G) (T>6) (del TTATAA)

* * —
HWT'W'F'T"'T'T'W""TF ""“7'"""'[""""'1"'""'['""""1'""'

Referencia GO 30 40 160 170 180
(NM 003661.4) GCCCCTGTAAGCTTCTTTCT. . . ... TAAACATTCTCAACAATAATTATAAGA
Referencia G1 GCCCCTGTAGGCTTCTTTCT...... TAARACATGCTCAACAATAATTATAAGA
Referencia G2 GCCCCTGTAAGCTTCTTTCT...... TAAACATTCTCAACAATAA GA
HacaT GCCCCTGTAAGCTTCTTTCT. . .. .. T;:.Iaf*C.HTTCTCnhCnnThnTTnTnnGn

Hela GCCCCTGTAAGCTTCTTTCT AL

Swa480 GCCCCTGTAAGCTTCTTTCT 2 ‘AC.—:TTCTCAACAAThnT‘I‘nTnnGn

C33-A GCCCCTGTAAGCTTCTTTCT...... AARACATTCTCAACAATAATTATAAGA



Figura 3. Confirmaciéon por secuenciacién Sanger de la region codificante de APOL1 que contiene las variantes de riesgo G1/G2. A)
Cromatogramas representativos obtenidos de las secuencias de las lineas celulares humanas evaluadas. B) Alineamiento comparativo entre las
secuencias obtenidas de las lineas celulares humanas y las secuencias de referencia correspondientes a los alelos GO, G1 y G2. Se indican las
posiciones correspondientes a rs73885319 y rs60910145 (sustituciones que definen G1) y rs71785313 (delecion que define a G2). Las posiciones
sefialadas permitieron verificar la identidad del amplicon y corroborar que las secuencias obtenidas correspondieron a la secuencia de referencia y
que no presentaron las variantes de riesgo analizadas. La numeracion de nucledtidos se realiz6 con base en la secuencia de referencia del
transcrito APOL1 (NM_003661.4).

Discusion

La amplificacion de la region codificante de APOL1 que contiene las variantes de riesgo G1/G2
en las cuatro lineas celulares humanas, junto con la validacion bioinformética del par de
oligonucleotidos y la confirmacion del amplicon mediante secuenciacion Sanger, respaldan la
obtencion del fragmento de interés bajo las condiciones experimentales evaluadas. En las
secuencias obtenidas no se identificaron las sustituciones correspondientes a rs738853109,
rs60910145 ni la delecién rs71785313, resultado consistente con el modelo biolégico utilizado y

con el objetivo del estudio.

La seleccidon de esta region del gen APOL1 se fundamento en su relevancia bioldgica, ya que las
variantes G1 y G2 han sido ampliamente asociadas con susceptibilidad y progresion acelerada de
enfermedad renal crénica en determinadas poblaciones. Estas variantes presentan una
distribucion poblacional heterogénea y su frecuencia se ha relacionado principalmente con
contribuciones variables de ascendencia africana. En México, estudios recientes de genémica
poblacional como el Biobanco Mexicano (2023), que incluydé 6,057 individuos de 898
localidades rurales y urbanas en los 32 estados de Meéxico, demostraron una distribucién
diferencial de componentes ancestrales entre regiones. Este contexto resalta el interés de
disponer de herramientas moleculares que permitan amplificar y caracterizar la region de APOL1
que contiene las variantes G1 y G2 en futuros estudios genéticos realizados en la poblacion
mexicana. Sin embargo, la composicion genética individual no puede inferirse Unicamente a
partir del origen geografico o demografico®. El presente estudio no incluyé controles positivos
previamente caracterizados para las variantes G1/G2 ni una reaccion control sin transcriptasa
reversa (-RT), por lo que no constituye una validacion analitica completa ni permite establecer
parametros de desempefio diagndstico como sensibilidad, especificidad o limites de deteccion.

Aunque el tratamiento con DNasa | reduce la posibilidad de amplificacion de ADN gendmico



residual, la ausencia del control de -RT impide descartar experimentalmente dicha contribucion.
No obstante, la secuenciacion directa del amplicdn permitié confirmar la identidad de la region
amplificada y verificar la cobertura de las posiciones nucleotidicas de interés. Cabe destacar que
incluso la linea celular HelLa, derivada de una mujer afroamericana, no presento las variantes
evaluadas, lo que es consistente con el hecho de que estos alelos no estan universalmente

presentes dentro de poblaciones con dicho componente ancestral?®.

La metodologia desarrollada constituye una aproximacion preliminar para la amplificacion y
caracterizacion molecular de una region codificante de APOL1 mediante RT-PCR vy
secuenciacion Sanger. Estudios posteriores deberan incorporar controles positivos previamente
caracterizados, controles sin transcriptasa reversa (-RT) y muestras clinicas previamente
caracterizadas para completar la validacion analitica del método y evaluar su utilidad en estudios

poblacionales y asociacion genética.

Conclusiones

En este estudio se logro la estandarizacion preliminar de la amplificacion de un fragmento del
gen APOL1 que contiene las variantes de riesgo G1 y G2 mediante RT-PCR, asi como la
confirmacion de la identidad del fragmento amplificado mediante secuenciacion Sanger en lineas
celulares humanas.

Los resultados obtenidos demostraron una amplificacion reproducible del fragmento de interés,
cuya identidad fue confirmada mediante secuenciacién Sanger. La ausencia de las variantes de
riesgo G1 y G2 en las secuencias obtenidas fue consistente con el modelo bioldgico utilizado y
no debe interpretarse como evidencia del desempefio del método para la deteccion de variantes
en muestras clinicas. La ausencia de controles positivos previamente caracterizados y de una
reaccion control sin transcriptasa reversa (-RT), asi como el uso exclusivo de lineas celulares,
limitan la validacién analitica completa del procedimiento y no permiten establecer pardmetros
de desempefio como sensibilidad, especificidad o limites de deteccién. El presente trabajo
constituye una aproximacion metodologica preliminar para la amplificacion y caracterizacion
molecular de una region codificante de APOL1 y proporciona una base metodologica para
futuros estudios que incorporen muestras clinicas previamente genotipificadas, controles
positivos y controles sin transcriptasa reversa (-RT), con el fin de completar la validacién

analitica del método.
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