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" Y\ vIsTOS:

!-EI Expediente N° 19-016502-001 sobre aprobacion de las Guias de Procedimientos Médicos
: , " del Servicio de Neurogenética, conteniendo el Informe N° 337-2019-INCN-NG del Jefe del
e = Servicio de Neurogenética del Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al
'-7‘“-"'-5‘- Diagnéstico en Neuropatologia, el Informe N° 302-2019-INCN-DEIDAEADT de la Directora
Ejecutiva de la Direccion Ejecutiva de Investigacion, Docencia y Atencién Especializada en
Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, el Informe N° 115-2019-UO/OEPE/INCN de la Unidad de
. Organizacion de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, el Proveido N® 653-2019-
“.\, OEPE/INCN de la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico y el

*lInforme N° 459-2019-OAJ/INCN del Jefe de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto
‘ /Nacional de Ciencias Neurologicas, y;

CONSIDERANDO:

Que el articulo VI del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de Salud, senala

\ que es responsabilidad del Estado promover las condiciones que garanticen una adecuada

cobertura de prestaciones de salud a la poblacién, en términos socialmente aceptables de
' seguridad, oportunidad y calidad,;

Que, la Ley N° 27658, Ley Marco de Modernizacion de la Gestion del Estado, en su articulo 1°
declara al Estado en proceso de modernizacion en sus diferentes instancias, dependencias,
entidades, organizaciones y procedimientos, con la finalidad de mejorar la gestidon publica y
construir un Estado democratico, descentralizado y al servicio del ciudadano;

'_*- ue, el numeral 3.2 del Anexo del Decreto Supremo N° 004-2013-PCM, que aprueba la
' politica de Modernizacion de la Gestion Publica, establece los “Planes Centrales de la Politica
de Modernizacién de la Gestién Publica”, siendo la gestion por procesos y la organizacion
institucional uno de ellos, el cual debe implementarse paulatinamente en todas las entidades a
fin de brindar a los ciudadanos servicios de manera mas eficiente y lograr resultados que los
beneficien. Para ello deberan priorizar aquellos de los procesos que sean mas relevantes de
acuerdo a la demanda ciudadana, a su Plan Estratégico, a sus competencias y los °
componentes de los programas presupuestales que tuvieran a su cargo, para luego poder
organizarse en funcién de dichos procesos;

Que, mediante Decreto Supremo N° 008-2017-SA se aprobé el Reglamento de Organizacién y
Funciones del Ministerio de Salud (ROF MINSA), y establece en su articulo 126° que los
Institutos Especializados son érganos desconcentrados del Ministerio de Salud, dependientes
de la Direccion General de Operaciones en Salud. Son responsables de desarrollar las
funciones de investigacion y docencia en materia de salud, asi como servicios de salud
altamente especializados en Salud;

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 1134-2017-MINSA, se aprobé la Directiva
Administrativa N° 245-OGPP/MINSA "Lineamientos para la implementacién de la gestion por




procesos y procedimientos en el Ministerio de Salud", cuyo objetivo es determinar criterios
técnicos que orienten y facilten la implementacion de la gestién por procesos y
procedimientos en el MINSA, permitiendo mejorar el desempefo a través de resultados
2| previsibles, maximizando el uso de los recursos, alcanzando ciclos de tiempos minimos en el
§ marco de la Politica Nacional de Modernizacién de la Gestion Publica;

: » Que, mediante Decreto Supremo N° 054-2018-PCM, se aprobd los “Lineamientos de
I.TAm.e,_ organizacién del Estado”, con la finalidad de buscar que las entidades del Estado, conforme a
su tipo, competencias y funcmnes se organicen de la mejor manera a fin de responder a Ias
necesidades publicas, en beneficio de la ciudadania;

Que, mediante Resolucion de Secretaria de Gestion Publica N° 006-2018-PCM!SGP,—"Sé wf
aprobé la Norma Técnica N° 001-2018-SGP, Norma Técnica para la implementacion. de la
gestion por procesos en las entidades de la administracion publica, que tiene por objetivo "+
establecer disposiciones técnicas para la implementacién de la gestion por procesos en Ias
entidades de la administracion publica; S

E conceptuales, estructurales y metodolégicos mas relevantes en el ciclo de produccion
normativa del Ministerio de Salud, asi como brindar a las instancias reguladoras del Ministerio
de Salud una herramienta que facilite el desarrollo de sus funciones normativas;

Que, el numeral 6.1.4. de las referidas Normas, consideran Documentos Técnicos aquellos

que abordan aspectos como “Doctrinas’, “Lineamientos de Politicas”, “Sistemas de Gestién de

. Calidad", "Planes” (de diversa naturaleza). Dicha norma, considera a la Guia Técnica o
% \ .\ Manual como el Documento Normativo destinado a regular procesos y/o procedimientos;

Que, el servicio de Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas, es el Unico
centro del sistema publico de salud del Ministerio de Salud que brinda atencién especializada
a personas afectadas con enfermedades neurogenéticas. El laboratorio de Neurogenética de
nuestro servicio, cuenta con una cartera de procedimientos de genotipificacién molecular en
apoyo al diagnostico de las principales enfermedades neurogenéticas atendidas en nuestro
centro;

Que, en consecuencia, mediante Informe N° 337-2019-INCN-NG, el Jefe del Servicio de
Neurogenética del Departamento de Investigacién, Docencia y Apoyo al Diagnéstico en
Neuropatologia del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas, solicita la aprobacién
Institucional de las Guias de Procedimientos Médicos realizados por el Servicio de
Neurogenética:

1. Extraccion de ADN a partir de la Sangre Periférica: Tiene por objetivo normar el
procedimiento de extraccion de ADN a partir de sangre periférica.

2. Prueba Genética para la Enfermedad de Huntington: Tiene por objetivo normar el
procedimiento de genotipificacion del numero de repeticiones CAG del gen HTT en
apoyo al diagnéstico de la Enfermedad de Huntington (EH).

3. Prueba Genética para la Distrofia Miotonica Tipo 1: Tiene por objetivo normar el
procedimiento de genotipificacién del niumero de repeticiones CTG del gen DMPK en
apoyo al diagnostico de la Distrofia Mioténica tipo 1 (DM1).

4. Prueba Genética para la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 (SCAZ2): Tiene por objetivo
normar el procedimiento de genotipificacion del numero de repeticiones CAG del gen
ATXN2 en apoyo al diagnéstico de |a ataxia espinicerebelosa tipo 2 (SCA2).
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Prueba Genética Panel de Ataxias Hereditarias (SCAS): Tiene por objetivo normar el
procedimiento de genotipificacion de un panel de ataxias hereditarias dominantes
(SCA1, SCA2, SCA3, SCAB, SCA7, DRPLA, SCA12, SCA17) en apoyo al diagnéstico
de las ataxias hereditarias.

Prueba Genética para Distonia Tipo DYT1: Tiene por objetivo establecer el
procedimiento de la prueba genética para la mutacion 904-906delGAG/907-
909delGAG del gen TORSINA1A, prueba diagnostica para la Distonia DYT1.

Prueba Genética para Distrofia Muscular de Duchenne por MLPA: Tiene por objetivo
normar el procedimiento de andlisis de la variacién del nimero de copias del gen DMD
a través de la técnica de Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).

Prueba Genética para Neuropatias Hereditarias Sensitivo-Motora por MLPA: Tiene por
objetivo normar el procedimiento de analisis de la variacion del nimero de copias del
gen PMP22 a través de la técnica de Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).

Prueba Genética para Ataxia de Friedreich: Tiene por objetivo normar el procedimiento
de genotipificacion del microsatélite GAA del gen FXN en apoyo al diagnéstico de la
Ataxia de Friedreich.

>.Que, en ese contexto, mediante Informe N° 115-2019-UO-OEPE/INCN se cuenta con la
“@pinion favorable de la Unidad de Organizacion de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
tratégico, para la aprobacion de las Guias de Procedimientos Médicos del Servicio de

“Neurogenética; ratificado por la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
"~ Estratégico, mediante Proveido N* 653-2019-OEPE/INCN,;

G.VA "‘EOue, con el propésito de continuar con el desarrollo de las actividades y procesos técnico-
administrativos a nivel Institucional, asi como alcanzar los objetivos y metas en el Instituto
Nacional de Ciencias Neurologicas, resulta pertinente atender la propuesta presentada por el
Jefe del Servicio de Neurogenética, aprobando los proyectos de las Guias de Procedimientos
Médicos del Servicio de Neurogenética;

Con la opinion favorable del Jefe de la Oficina de Asesoria Juridica;

Con las visaciones de |la Directora Adjunta, de la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de
Planeamiento Estratégico, de la Directora Ejecutiva de la Direccién Ejecutiva de Investigacion,
Docencia y Atencion Especializada en Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento y del Jefe de la
Oficina de Asesoria Juridica del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas;

De conformidad con lo dispuesto por el Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444, Ley del
Procedimiento Administrativo General, aprobado por Decreto Supremo N°® 004-2019-JUS,
Ley N° 26842, Ley General de Salud, la Ley N° 27658, Ley Marco de Modernizacion de la
Gestion del Estado, Decreto Supremo N° 004-2013-PCM, que aprueba la politica de




» Modernizacién de la Gestién Publica, la Resolucion Ministerial N° 850-2016/MINSA que
aprobdé las "Normas para la Elaboracion de Documentos Normativos del Ministerio de Salud" y

'\ la Resolucién Ministerial N° 787-2006/MINSA, que aprueba el Reglamento de Organizacioén y
Funciones del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas;

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- APROBAR las Guias de Procedimientos Médicos del Servicio de Neurogenética
del Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnéstico en Neuropatologia del
Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas, que en ciento veintidés (122) folios, forma parte
de la presente resolucion y que a continuacion se detallan:

1- Extraccién de ADN a partir de la Sangre Periférica. o
2- Prueba Genética para la Enfermedad de Huntington. “
3- Prueba Genética para la Distrofia Miotonica Tipo 1.

4- Prueba Genética para la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 (SCA2).

5- Prueba Genética Panel de Ataxias Hereditarias (SCAS).

6- Prueba Genética para Distonia Tipo DYT1.

7- Prueba Genética para Distrofia Muscular de Duchenne por MLPA.

8- Prueba Genética para Neuropatias Hereditarias Sensitivo-Motora por MLPA.

9- Prueba Genética para Ataxia de Friedreich.

. Articulo 2°.- ENCARGAR al Jefe del Servicio de Neurogenética del Departamento de
| Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnéstico en Neuropatologia del Instituto Nacional de
' Ciencias Neuroldgicas, como responsable de la difusién, monitoreo, implementacion,
aplicacién y supervision de las Guias, en el ambito de su competencia.

Articulo 3°.- ENCARGAR a la Oficina de Comunicaciones la publicacion de la presente
Resolucion Directoral, en el portal de la pagina web del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas.

Registrese y Comuniquese,

e
Direclora de Instiluto Espacializado (e)

Visaciones y copias:
D. Ajdunta
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PRESENTACION

El servicio de Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas, es el tinico centro
del sistema publico de salud del Ministerio de salud que brinda atencién especializada a
personas afectadas con enfermedades neurogenéticas.

El laboratorio de Neurogenética de nuestro servicio, cuenta con una cartera de procedimientos

de genotipificacién molecular en apoyo al diagnéstico de las principales enfermedades
neurogenéticas atendidas en nuestro centro.

n cumplimiento de las disposiciones y normativas vigentes del Ministerio de Salud,
presentamos la guia técnica de procedimientos del servicio de Neurogenética.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS n
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Servicio de Neurogenética

1- EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de enfermedades neurogenéticas mediante la extraccion de
ADN a partir de sangre periférica, sustentada en la evidencia cientifica vigente para este
procedimiento.

OBIJETIVO
Normar el procedimiento de extraccién de ADN a partir de sangre periférica.

AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacién obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion Basica en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias
Neurologicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
CPT: 83891.01 - EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

CONSIDERACIONES GENERALES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

e Extraccion de ADN: procedimiento mediante el cual se obtiene ADN a partir de
células o tejidos.

¢ Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencién de participar en una prueba
genética.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.
e ADN: acido Desoxirribonucleico, contiene la informaciéon de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacién de aminodcidos que generar

proteinas para el funcionamiento de un organismo. I o=
5 @1

REQUERIMIENTOS BASICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS L

01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
01 técnico de laboratorio.

01 médico genetista.

01 médico neurdlogo.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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6.2. MATERIALES

6.2.1. Reactivos quimicos

0 00 0 0 00 0 00 0 o g o0 o0

0O O 0D OO0 OC O O OO O0OO0

0O 0O 0O 0O o0 0 O

Proteinasa K

Acido Clorhidrico (HCl)
Alcohol etilico 96°
SDS 10%

Agua tridestilada
Agarosa

Tris

Acido Bérico

EDTA 0.5M pH 8.0

MgCl;

Nacl

Qubit™ dsDNA BR Assay Kit
Safe-Green™ (ABM)

CaCl,

Glicerol

6.2.2. Material de plastico

Tips con filtro de 10 pL, 20ul, 100 pL, 200 pL y 1000 pL
Pipetas Pasteur de 3 mL estéril.

Tubos vacutainer con EDTA-K2 de 10mL
Tubos de centrifuga 2 mL

Tubos de 0.2 mL

Qubit™ Assay Tubes (0.6 mL)

Tubos Falcon 50 mL

Pisetas

Gradilla para tubos de 50mL

Gradilla para tubos de 10mL

Gradilla para tubos de 2mL

Gradillas para tubos de 0.2 mL

Porta tubos Vacutainer

Criobox de policarbornat

6.2.3. Material de vidrio

Matraz aforado de 50mL, 100mL, 500mL y 1L.
Probeta de 1L.

Vasos de precipitados de 500 mL.

Erlenmeyer 250mL

Pipetas 5mLy 10 mL.

Propipeta

Embudo de filtracién

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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6.2.4. Otros materiales

Micropipetas 10 pL, 20uL, 100 pL, 200 pL y 1000 uL
Papel lente para laboratorio

Papel aluminio

Lejia

Papel toalla

Mascarilla descartable

Guantes de nitrilo descartables

Mandil descartable

Gorro descartable

Botas descartables

Material de escritorio: Boligrafo, papel bond A4, Cuaderno de laboratorio,
N sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora, archivador, sello,
tintero para huella digital.

Aguja hipodérmica 21G 1

Ligadura

Gasa estéril 5x5

Esparadrapo o venditas

Recipiente de desecho de objetos punzocortantes
Parafilm

Magneto

Extractor de magneto

Detergente no idnico

C 0O 000 00O Q 0 0 o0

Cuchara para balanza de acero inoxidable
Pinzas de crisol
Galonera de descarte

C 0 0 0 00 0D O OO0 0 0O

— 6.2.5. Equipos

Camara de electroforesis horizontal profesional (Cleaver Scientific)
Fuente poder (Biorad)

Balanza analitica (Shimadzu)

Sistema de documentacién de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
Incubadora (Memmert)

Fluorémetro (Qubit — Thermo Fisher)
pHmetro (Hanna)

Espectofotémetro (Epoch - Biotek)
Agitador magnético (Velp)
Refrigeradora a 42C (Thermo Scientific)
Congeladora a -20°C (Frigidaire)
Centrifuga para tubos de 50 mL (Boeco)
Vértex (Thermolyne)

Purificador de agua (Thermo Scientific)
Microondas (Panasonic)

o

O 00 OO O OQ OO O0OO0OO0OOO O

Computadoras de escritorio

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS 12
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o Impresora

o Sistemna de alimentacion eléctrica ininterrupida (UPS)

o Estabilizador

6.2.6. Software

Servicio de Neurogenética

o Software Gen5TM version 2.0 (Biotek)

6.'? SERVICIOS

L

Servicios de agua
Servicio de luz

e Servicio de internet
e Aire acondicionado

e Uso del laboratorio especializado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

o Software Smart View (Cleaver Scientific)

Ninguna.
VIIl. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
N° ACTIVIDAD | PRODUCTO | RESPONSABLE | UNIDAD ORGANICA
INICIO
1 CONSENTIMIENTO INFORMADD PARA Documento de Area Clinica Servicio de Neurogenética
ESTUDIO GENETICO Consentimiento
(de acuerdo a la patologia correspondiente) Informado firmado
2 EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO COrden de Area Clinica Servicio de Neurogenética
procedimiento
3 | TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliquidacion
Solicitar la preliquidacion del procedimiento Sello de Oficina de Preliquidacién | Contabilidad
Preliquidacion
Liquidacion Ventanilla CAJA
Liguidar el costo de| procedimiento Contabilidad
o Boleta de Pago Ventanilla SIS
Tramite de aprobacién del SIS SIS
Orden con dos
sellos de SIS
4 REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacion Area Clinica Servicio de Neurogenética
registrada en base
de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 TOMA DE MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA 2 tubos de 10mLde | Area de Toma de Servicio de Neurogenetica
Colectar 2 tubos de sangre entera de 10 mLen | sangre periférica Muestra E
tubos vacutainer con EDTA-K: Rotular la | codificados.
siguiente informacion: CUG, fecha, sexo, CIE-
10.
RECEPCION DE MUESTRA DE SANGRE Muestra de sangre Laboratorio de Servicio de Neurogenética
Verificacion de informacion rotulada con la | periférica verificada Neurogenética
base de datos “Genotipificaciones”: CUG, | yalmacenada
fecha, sexo, CIE-10. Almacenar a 4 9C. médximo por 7 dias a [
4°C. “ 3
EXTRAER ADN A PARTIR DE SANGRE Muestra de ADN Laboratorio de Servicio de Neurogenética
PERIFERICA extraida y Neurogenética
Para cada tubo de 10 mL de sangre periférica: resuspendida.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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Aislamiento de linfocitos

» Homogenizar los tubos par inversion
cuidadosamente y colocar el contenido en
un tubo cénico tipo falcon estéril de 50 mL,

» Enrazar hasta 50 mL con Solucién de Lisis de
Glébulos Rojos (SLR).

e Centrifugar a 4000 RPM por 2 minutos.

® Eliminar el sobrenadante.

e Agregar de 10 a 25 mL de SLR y agitar
suavemente hasta eliminar los residuos de
globulos rojos en el precipitado (aspecto
blanguecina).

# Eliminar el sobrenadante.

e Si el precipitado adn contiene globulas rojos
(aspecto rojizo), resuspender el precipitado
por agitacién en 25 mL de SLR.

; Centrifugar a 4000 RPM por 1 minuto.

/| /Lisis celular y aislamiento de ADN

A » Agregar 5 mL de Solucidn de Proteinasa K.

# Resuspender el precipitado por agitacion.

# Incubar a 37 °C por 24 horas.
® Si ain se observan restos del precipitado
(aspecto grumoso), homogenizar e incubar a
37 *C por 24 horas.

e Agregar 50 mL de alcohol etilico 96° frio
{previamente almacenado a -20 *C).

#» Homogenizar suavemente hasta observar la
formacidn de un precipitado.

® Recuperar el precipitade con una pipeta
Pasteur estéril y eliminar el alcohal etilico
96",

» Agregar 50 mL de alcohol etilico 70 *C frio
(previamente almacenado a -20 °C).
Homogenizar suavemente.

e Recuperar el precipitado con una pipeta
pasteur estéril y colocarlo en un tubo de
centrifuga de 2 mL esteril.

e Envolver el tubo de centrifuga en papel
toalla. Almacenar a temperatura ambiente
hasta la evaporacidn completa de los restos
de alcohol (de 24 a 48 horas).

Resuspension de ADN
e Resuspender el precipitado en 800 ul de
buffer TE low.
® Mantener a 37 °"C hasta la resuspension
completa.

EVALUAR LA CALIDAD DE ADN
Diluir 2uL de ADN stock en 14ul de H:Ogg.

Homogenizar con vortex por 5 segundos.

» Cuantificacion de ADN con | [dcidos
espectrofotometria: Calibrar el | nucleicos)(ng/ul)
espectrofotometro con CV<2%. Empleando | A260/A280
2uL de muestra diluida seleccionar el | A230/A260
protocolo de cuantificacién que considere
medidas 230, 260, 280 y 320nm.

» Cuantificacion de ADN con fluorescencia: | [dsDNA](ng/uL)

Calibrar el equipo Qubit con dos muestras
control: 0 ng/ul y 100 ng/uL. Empleando 2ul
de muestra diluida agregar 198ul de solucion
de trabajo (199uL de solucidn Buffer + 1ul de
fluoréforo). Realizar la lectura de dsDNA.

e Integridad de ADN: Agregar 40ng de ADN y
3ul de fluoréforo en un gel de agarosa 0.7%.
Revelar fluoréforo con luz azul.

Indice de integridad

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de Neurogenética

ALMACENAMIENTO DEL ADN EXTRAIDO
Almacenar la muestra de ADN extraida y
resuspendida a -20°C.

ADN almacenado

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de Neurogenética

REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO
® Registrar “ADN disponible” en base de datos
“Ingreso de muestras”.

Informacién
registrada en base
de datos

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de Neurogenética

FIN

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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IX. RECOMENDACIONES

Servicio de Neurogenética

e Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento
informado que autorice el procedimiento genético de acuerdo a la patologia
correspondiente.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS



! i 1 instituto Nag :
g PERU de Clencias Neuroligicps

X. ANEXOS

Servicio de Neurogenética

ANEXO 1
FLUIOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

[ woo
'

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para extraccion de ADN

!

Tramite de orden

NO

Caja

éTiene seguro SIS?

iS'

Ventanilla SIS en
consultorios

l

Orden con 2 sellos
del SIS

. l

Boleta de pago > Extraccién de ADN

Registro en Base de datos

G. VARGAS
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PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE ADN A

Instituto Nacional =
de Ciencias Neurologicas § ¢

Servicio de Neurogenética

ANEXO 2

PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Solucidon de Lisis de Globulos Rojos (SLR)

Tris 2M pH 7.5 5 mL
MgCl 1M 5 mL
NaCl 3M 3.3mL
Enrasar a 1L con agua tridestilada.
Solucion de Proteinasa K

Tris HCl 2M pH 8.6 0,25 mL

& EDTA 0.5M pH 8,0 0,5 mL

4} SDS 10% mL
s/ NaCl 3M 3,33 mL
Proteinasa K 20 mg/mL 0,25 mL

Enrasar a 50 mL con agua tridestilada

Buffer TE Low
Tris HCI 1M pH 8.0 5mL
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL
Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.
TBE 10X
Tris base 54 mL
Acido Bérico 27,5 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL
Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.
Agarosa 0.7%
Agarosa 0.7g
TBE 10X 5mL
Enrasar a 50 mL con agua tridestilada.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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Solucion de reconstitucion de Proteinasa K

Tris IM pH 7.5 200 uL
CaCl; 0.5M 800 uL
Glicerol 10 mL

Enrasar a 20 mL con agua tridestilada.

?'-“'l'riq_ Cl 2M pH 7.5: Prepare 100 mL de solucién Tris HCl 2M disolviendo 24.22 g de Tris Base en 80
N mL de'ggua tridestilada. Ajuste la solucion a un pH de 7.5 agregando HCl gota a gota con una pipeta
N JOyo [

W %s’re‘y limpia y afore a 100 mL.

W Y 4
N\ '«""IMCI 2M pH 8.6: Prepare 100 mL de solucién Tris HCl 2M disolviendo 24.22 g de Tris Base en 80
mL de agua tridestilada. Ajuste la solucién a un pH de 8.6 agregando HCl gota a gota con una pipeta
pasteur limpia y afore a 100 mL.

_\Tris 1M pH 8.0: Prepare 100 mL de soluci6n Tris HCl 1M disolviendo 12.11 g de Tris Base en 80 mL de
*| & Bgua tridestilada. Ajuste la solucién a un pH de 8.0 agregando HCl gota a gota con una pipeta pasteur
limpia y afore a 100 mL.

NaCl 3M: Prepare 100 mL de solucién NaCl 3M disolviendo 17.5 g de NaCl en 80 mL de agua
tridestilada. Aforar a 100 mL.

MgCl; 1M: Prepare 100 mL de solucién MgCl; 1M disolviendo 9.5 g de NaCl en 80 mL de agua
tridestilada. Aforar a 100 mL.

CaCl; 1M: Prepare 20 mL de solucién CaCl, 1M disolviendo 1.1 g de NaCl en 15 mL de agua
tridestilada. Aforar a 20 mL.

j

G. VARGAS
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2 - PRUEBA GENETICA PARA LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

FINALIDAD
Apoyar el diagnoéstico molecular de la Enfermedad de Huntington (EH), a través de una guia
técnica para la genotipificacion del niumero repeticiones CAG del gen HTT, sustentada en la

evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

OBIJETIVO
Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen HTT en

apoyo al diagnéstico de la Enfermedad de Huntington (EH).

AMBITO DE APLICACION
Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion Basica en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias

Neuroldgicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
CPT: 81416 - PRUEBA GENETICA PARA LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

CONSIDERACIONES GENERALES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS
e Genotipificacion del gen HTT: proceso de la determinacion del genotipo de un
individuo con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen HTT.
e Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencién de participar en una
genética.

5.2. CONCEPTOS BASICOS 3.

e PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, procedimiento mediante el cual se * ™s
amplifica (obtienen muchas copias) de ADN y permite cuantificar repeticiones de tres
nucleétidos hasta un rango determinado.

e TP-PCR: método cualitativo el cual puede detectar mayor o menor cantidad de un
rango especifico de repeticiones de tres nucleétidos.

e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucién de acuerdo con la relacién masa/carga de las mismas.

e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el bloque de
construccion del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

* Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

e ADN: Acido Desoxirribonucleico, contiene la informacién de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminoacidos que generaran
proteinas para el funcionamiento de un organismo.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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VI. REQUERIMIENTOS BASICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS
« 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
# (1 técnico de laboratorio.
e 01 médico genetista.
e (01 médico neurdlogo.

6.2. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares

o dNTPsmix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u)
DMSO 100% (Sigma-Aldrich)
Agua ultrapura libre de nucleasa
HD3: 5"-6-FAM-CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTT-3"
HD5: 5 -CGGCGGTGGCGGCTGTTG-3”
HD-TP-F:5"-6-FAM-ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCC-3’
HD-TP-R: 5'-CGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCTG-3'
Long PCR Enzyme mix 5 U/uL (Thermo Scientific). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgCl2 25 mM.
Platinum® Tag DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgCl2 50 mM.
Marcador de peso molecular de 10 pb (Invitrogen)
GeneScan LIZ 500 dye Size Standard
Hi-Di Formamide
SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge
SeqStudioTM Cathode Buffer Container
SeqgStudio Integrated Capillary Protector

© O 00 a6 o6 o

(o]

0 0O Q0 0 0O O

6.2.2. Reactivos quimicos

o Acrilamida
Bisacrilamida
Nitrato de Plata
TEMED
Persulfato de amonio
Tris base
Acido bérico
EDTA0.5M pH 8
Xilencianol
Azul de Bromofenol
Glicerol

W/

Formamida
Etanol absoluto

Acido acético " Departamet 6)’
Hidréxido de sodio : i N ek

Formaldehido 37% jefe del Dpto. 8¢ MO

G. VARGAS
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6.2.3. Material de plastico
o Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 uL, 200 pL y 1000 pL
Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL
Tubos de PCR de tapa conica 0.2 mL
Microamp™ 8-Tube Strip, 0.2mL
Microamp™ 8-Cap Strip
Tubos de centrifuga 2 mL
Gradilla para tubos de 0.2 mL
Gradilla para tubos de 2 mL
Pisetas
MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set
Estacion congelada para PCR
Placa de cultivo de 96 pocillos
Soporte para micropipetas
Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes
Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

O 0O 00 0O 0D O0CO0O OO O0C OO O

6.2.4. Material de vidrio

o Matraz aforado de 500 mL.
Probeta de 1000 mL.
Vasos de precipitados de 50 mL.
Pipeta de vidrio de 10 mL
Pipeta de vidrio de 25 mL.
Propipetas

Baguetas
Frasco transparente de 500 mL, 1Ly 4 L.
Frasco color caramelo de 200 mL.

o 0 0O 00 0 0 0

6.2.5. Otros materiales
o Micropipetas 10 pL, 20 L, 100 pL, 200 pLy 1000 pL.
Papel lente para laboratorio
Papel aluminio
Lejia
Papel toalla
Parafilm
Mascarilla descartable
Guantes de nitrilo descartables
Mandil descartable
Gorro descartable
Botas descartables
Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno
de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para rmpremra
archivador, sello, tintero para huella digital. instituto N el
o DNAZap PCR DNA Degradation Solutions Sl

0 0 0 C 0 o000 O 0 O O

G. VaRGAs
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o Accesorios para electroforesis: Peine de 24 pocillos, separadores de 1mm y
vidrios con muesca y sin muesca, cables de fuente de energia.

6.2.6. Equipos
o Termociclador Profiex (Applied Biosystems)
Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)
Sistema de documentacion de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
Cabina de PCR (ESCO®)
Camara de electroforesis vertical profesional (Cleaver)
Fuente poder (Cleaver)
Balanza analitica (Shimadzu)
Agitador magnético (Velp)
Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)
Refrigeradores a 42C (Miray)
Congeladora a -20°C (Miray)
Picocentrifuga
Vortex
Cronémetro
Computadoras de escritorio
Impresora
Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida

O o0 0o o 0o 0o 0 0OOO O O O O O 0O O©

Estabilizador

6.2.7. Software
o Plate manager (Applied Biosystems)
o GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
o Gen5TM versidn 2.0 (Biotek)

6.3.SERVICIOS

e Servicios de agua

e Servicio de luz

e Servicio de internet

e Aire acondicionado

e Uso del laboratorio especializado

VIl. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,
imprescindible para la determinacién del tamafio de repeticiones CAG del gen HTT. Este
estudio requiere que se incluya un procedimiento TP-PCR para descartar casos de
homoalelismo en el gen HTT.

CUIAS DE PROCEDIMIENTOS ' 23



> s Institute Nacional
w PERG | Wirdstacio de Giencias Neurologicas

Servicio de Neurogenética

DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO

ESTUDIO GENETICO

Consentimiento
Informado firmado

Ne | ACTIVIDAD | PRODUCTO | RESPONSABLE | UNIDAD ORGANICA
INICIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de Neurogenética

EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO

Orden de
procedimiento

Area Clinica

Servicio de Neurogenética

TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO

Para cada paciente se analizardn 2 muestras
de ADN gendmico obtenidas
independientemente. Ademas, se empleard
una muestra problema, un estindar de
secuencia especifica y una muestra blanco.

Amplificacion del microsatélite CAG del gen
HTT
Preparar 10 ul de mezcla por cada reaccion
con las siguientes concentraciones finales:
* DMSO 7%
e Buffer de PCR para enzima Taq
Platinum 1X
dNTPs 0.05mM c/u
MgCl; 1ImM
Cebador HD3 0.4uM
Cebador HDS 0.4uM
Enzima Tagq Platinum 0.04 U/uL
e  ADN 1ng/uL
Enrasar a 10ul con agua ultrapura. Emplear el
siguiente programa de amplificacién: 2
minutos de denaturacion inicial a 95°C, 28
ciclos de denaturacién a 95°C por 1 minuto,
hibridacién a 65°C por 30 segundos, y
extensidn a 75°C por 45 segundos; seguido
por un paso de extensian final a 72°C por 10
minutos.

Visualizacién de productos de PCR por
electroforesis en gel de poliacrilamida
Preparar un gel de poliacrilamida al 8% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocillo
2ul de producto de PCR con 2ul de buffer de

siembra. Ademas, se debe sembrar en un

microsatélites CAG

Preliquidacidn
olicitar la preliquidacion del procedimiento Sello de Oficina de Preliquidacion | Contabilidad
} Preliquidacién
 liquidacién
”._!iquidar el costo del procedimiento Ventanilla CAJA
o Boleta de Pago Contabilidad
Tramite de aprobacion del 515 Ventanilla SIS
Orden con dos Sis
sellos de SIS
REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacion Area Clinica Servicio de Neurogenética
registrada en base
de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
EXTRACCION DE ADN ADN genomico Laboratorio de Servicio de Neurogenética
(segun procedimiento estandar del Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con | Laboratorio de Servicio de Neurogenética
GENOTIPIFICACION concentracion 10 Neurogenética
ng/ul
GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG | Genotipo para los Laboratorio de Servicio de Neurogenética
POR PCR alelos de Neurogenética
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pocillo 1ul marcador de peso molecular de
10pb con 2ul de buffer de siembra.
Administrar un voltaje de 200 V por 30
minutos. Realizar tincion argéntica del gel
usando solucion de fijacion, solucién de
tincion y solucion de revelado. Verificar que
las muestras hayan sido amplificadas
correctamente.

Preparacion de ploco de fragmentos usando
Termociclodor SimpleAmp
En tubos de PCR proceder con los siguientes
pasos:
Preparar una mezcla de 9.35 pl de
‘JFormamida, 0.15 pL Marcador GeneScan™
LiZ, por cada muestra, analizada, estandar
“dd secuencia especifica para HD y blanco a
‘evaluarse.
. Pispensar 9.5 plL de la mezcla en cada tubo de
a placa. Afadir 1 ulL del producto de
amplificacidn obtenido en las reacciones de
PCR fluorescente.
Desnaturalizar las muestras a 98°C por 5
minutos.
Guardar los tubos de PCR a 4°C hasta
introducirlos en el analizador genético
(periodos mencres a 24 horas) 0 -202C
|periodos mayores a 24 horas).

Electroforesis capilar usando Analizador
genético SeqgStudio™

Una vez preparados los tubos de PCR, los
productos de las reacciones deben ser
sometidos a electroforesis capilar. Se
emplearan las condiciones recomendadas por
el fabricante. Usando el Software Plate
manager se ingresa la informacion de la placa
para que sea reconocida por el analizador
genético. Para programar las condiciones de
electroforesis capilar se debe tener en cuenta
gue los cebadores empleados estan marcados
con 6-FAM y que el patron de peso molecular
estd marcado con GeneScan™ 500 LIZ.

Andlisis de resultados y estimacidn del numero
—~ de repeticiones

Empleando el programa GeneMapper™,
analizar los fragmentos generados. El
resultado sera un electroferograma con picos
de intensidad determinada y separados de
manera proporcional a la longitud del
fragmento.

NOTA: Los productos de PCR de microsatélites tienen
una migracidn mas ripida gue el ADNss debido al

\ alto contenido de GC por lo que realizar la

i | estimacion del numero de repeticiones CAG
empleando un marcador de peso molecular
comercial puede derivar en errores de calculo.

Para calcular el nimero de repeticiones de un
alelo desconocido, se debe comparar el
electaferograma obtenido empleando el
estandar de secuencia especifica para HD y los
electroferogramas obtenidos por cada
muestra analizada.

GENOTIPIFICACION DEL MICROSATEUITE CAG ST IY
POR TP-PCR

Este procedimiento se utiliza sélo para la
resolucidn de probable homocigosidad. EI
resultado es cualitativo, solo determina la ] g e o
presencia o ausencia de un alelo mutado N
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mayor a 40 repeticiones CAG que mediante
PCR no fue detectado.

Amplificacion por TP-PCR usando
termociclador Proffex

Preparar la siguiente mezcla de reaccion para
una muestra control positiva para HTT, una
muestra control negativa para HTT, una
muestra problema y una muestra blanco.

En la cabina de PCR, preparar 10 ul de mezcla
de reaccion con las siguientes concentraciones
finales para cada muestra:
DMSO 4%
Buffer de PCR 1X para enzima Long PCR
| "dNTPs 0.2mM c/u

L 'NMigCla 2.3mM
Cebador HD-TP-F 0.1M
y ador HD-TP-R 0.1uM

nzima Long PCR DNA polimerasa 0.07 U/ul

ADN 0.5ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 5 minutos de denaturacion
inicial @ 94°C, seguido de 10 ciclos de
denaturacién por 10 segundos a 96°, 4 min,
seguido de 20 ciclos (variacion de 2 seg x ciclo)
de 20 segundos a 94°C, hibridacion por 4 min
a 68°C, y un paso de extension final a 68°C por
10 minutos.

Visualizacion de productos de PCR por
electroforesis en geles de poliacrilamida
Preparar un gel de poliacrilamida al 10% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR.

Sembrar en cada pocillo 4ul de producto de
PCR con 3ul de buffer de siembra. Ademas, se
debe colocar un 0.7 ul marcador de peso
molecular de 10pb con 2ul de buffer de
siembra.

Administrar un voltaje de 200 V por 1 hora.
Realizar tincidn argéntica del gel usando
solucién de fijacion, solucion de tincion y
solucidn de revelado.

Verificar que las muestras hayan sido
amplificadas correctamente.

Preparacion de la placa de fragmentos usondo
Termociclador Proflex

Emplear el protocolo descrito para la
preparacién de la placa de fragmentos para
productos de PCR.

Guardar la placa a 4°C hasta introducirla al
analizador.

Electroforesis capilor usando el analizador
genético SeqStudio™

Usando el Software Plate manager se ingresa
la informacion de la placa para que sea
reconocida por el analizador genético.

Una vez preparada la placa, las reacciones
deben ser sometidas a electroforesis capilar,
Se empleara el protocolo descrito para la
electroforesis capilar de placa de fragmentos
para productos de PCR.

Andlisis de resultados

Por TP-PCR se puede diferenciar alelos de gran
tamafio que por PCR no pudieron detectarse
debido a su gran tamafio. Se debe evaluar el
perfil del electroferograma generado. Se
determina como alelo expandido cuando el
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patrdn de picos supera los 165pb
8 REGISTRO Y REPORTE DE FROCEDIMIENTO Informacion Laboratorio de Servicio de Neurogenética
Registrar “Reporte de laboratorio a registrada en base Neurogenética
disposicién” en base de datos de datos y Reporte (bidlogo genetista y
“Genotipificaciones”. de genotipificacion medico genetista)
para EH
FIN

IX. RECOMENDACIONES

+ Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento informado
que autorice el procedimiento genético.

e Lasolicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacidon médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.

G. VARGAS
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X. ANEXOS
ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON

)
l

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio Genético de
Enfermedad de Huntington

l

Tramite de orden

Caja

¢ Tiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en

consultorios

l

Orden con 2 sellos
del SIS

| l

Boleta de pago Genotipificacion del microsatélite
CAG del gen HTT

l

Analisis de resultados

5. VARGAS

Fin: oldel Ty s
REPORTE qdn F15358 - prg
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

o CENTRO DE INVESTIGACION
el BASICA EN NEUROGENETICA

HC:
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO
. 4Qué p dimi es io para realizar el genético?
1.0 H C‘O El ADN es la sustancia que se enauerllm e nueslraa células y controla tanto su funcionamiento como la herencia. En el laboratorio de
£
: rugmm del Centro de | en N genética (CIBN) del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas (INCN),
S GUe NOS [ ilen bios en el ADN, I dos mutacones. Se reguiere una muesltra de sangre, de
pado bucal u olros lejidos para obtener el ADN, segun la solicitud del médi La tra sera empleada exdusi e
estudio genético relacionada con su enfermedad. No nos es posible emp su para otros exa como

moglobina, glucosa. efc, Identificar los cambios o mutadiones en el ADN puede tomar varios meses.

(Cudles son los beneficios del estudio genético?

* El esludio genélico nos ¢l diagnéstico preciso de su enfermedad y poder dare asi una atencién mas especifica; asi
como mrntuén una menm sobre su evolucion, prondstico y posible tralamiento. También le permitird tomar decisiones de vida con
la

4 Cudl puede ser el resultado del estudio?

El iz pum-- fi suu.-.:u. d dewnﬂrhoahmammmcamopmmanmuunom no podriamos

el di ico. La ga der ados se realiza como parte de una consulla especial donde le daremos informacién sobre
suerﬁnmethdyiosnesmpwaUsledymfmlh espmdlomnnonbmammmﬂﬁmpuhléhm En el tiempo que se le
haya indicado que demore el p de su rdinar una cita para entrega de resultados y/o asesoria
genética.

¢Cuiles son las molestias y riesgos para Ud. al realizar el estudio genético?

Las molestias que Ud. sentird en la oblencién de sangre serd aigo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
moretdn en el drea donde se le introdujo la aguja © bien una infeccidn en k zona de puncidn. Enaﬁh ﬂﬂmms&éamnddupa

pemldehmﬂ-mnmadncm Al conocer el resultado, esta infl ¥on podria pacién y temor por las
P i !dntalesymnhsdeIMWemmmabmisﬂemmtawy
i iales de asesoria. Igual . i otras p saben que uno tiene una enfermedad hereditaria, otros
miernbros de h famsa olas personas alrededor de uno pueden discriminarnos.
DECLARACION DEL SOLICITANTE
He sido informado(a) a:en:a de la posibiidad de realizarme un amlo gcnél!coy he tenido a oponmﬂad de hacer hs pmwnlas
necesarias acerca del pr esloy satisfecho(a) con las exg i0nes 1 y doy volunt mi
para:

1. Que se me extraiga una muestra para estudio genético de:

Genotipificacion del gen:
2, Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

7 Nombre completo:
DNL:

Firma:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsabie del soligtante, doy consentimiento para el estudio genético.

Nombre complelo:
oNi:

Fimma:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

DN
Fecha y hora

Firma:

Dew s e S o
B
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ANEXO 3
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE EH

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA
PRUEBA GENETICA PARA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON. N- -EH-

Nombres y Apellidos:

Fecha de nacimiento Codigo de la muestra:

Sexo: Método de obtencion:

Status clinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencion:

Estado de la muestra: Fecha de emision de resultado:

Individuo es enviado para estudio molecular por diagndstico dlinico o riesgo de 50% de presentar
Enfermedad de Huntington.

RESULTADO MOLECULAR

Presendia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.

Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagnéstico molecular de la enfermedad de Huntington se define por el nimero de repeticiones
CAG del alelo mas largo:

Alelos normales: <26 repeticiones CAG.

Alelos normales mutables: 27 a 35 repeticiones CAG, no presentan enfermedad, sin embargo,
podrian transmitir rango patolégico a descendencia.

Alelos penetrancia reducida: 36 a 39 repeticiones CAG, podrian o no manifestar |a
enfermedad.

Alelos de penetrancia completa, patolégico: A partir de 40 o més repeticiones, las personas
que poseen estos alelos manifiestan o manifestaran la enfermedad.

PROCEDIMIENTO
El estudio molecular para genctipificacion del niimero de repeticiones el exdn 1 del gen de H7T LTAGLE L.
consiste en la amplificacdén por PCR en tiempo final usando oligonudedtidos marcados con
fluorescencia y electroforesis capilar en Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
empleando protocolo optimizado en Laboratorio de Neurogenética.
La precision de la determinacién de niimero de repeticiones es de + 1, los valores obtenidos cerca
del limite establecido como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.
CONCLUSIONES
| » El resultado excluye/confirma el diagnéstico de (portador de la) Enfermedad de Huntington.
] ¢ Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos clinicos, antecedentes
familiares y otros resuitados de laboratorio.
e Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consufta especializada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

Fecha de entrega de reporte a paciente:

Centro de Investigadon Basica en Neumgendtica )rmﬁN"u?\Lth& i it (
Instiuto Nacional de Ciendas Neurologicas Teléfono directo: +51 1411 itod
www. incngen.org.pe Corren dectrinion: liurrl!s@hmgm.que Cﬂ)

5. VARGAS
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Servicio de Neurogenética

ANEXO 4

HUNTINGTON

Poliacrilamida 21%

, Acrilamida 20g
_ : i \ Bisacrilamida 1g
' AN ) fi Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.
OO o
52 TBE 10X

Tris base 54 mL
Acido Bérico 27,5 mL

EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.
TBE 1X
TBE 10x 100 mL
Agua tridestilada 900 mL
Poliacrilamida 8% (V=18 mL)

Poliacrilamida 21% 6.9 mL

TBE 10x 1.8 mL

~ Agua tridestilada 9.3 mL
APS 10% 150 uL

TEMED 15 uL

7 Vg Poliacrilamida 10% (V=18 mL)

d \j Poliacrilamida 21% 8.6 mL
S TBE 10x T8 mL
Agua tridestilada 7.6 mL

APS 10% 150 uL

TEMED 15uL
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Ladder de 10pb
Ladder de 10pb 2 uL
Agua tridestilada 8 uL

Mix de cebadores HD-PCR 20uM

HD3 (100uM) 10 uL
HD5 (100uM) 10 uL
Agua ultrapura 30 uL

Mix de cebadores HD-TP-PCR 20uM

HD-TP-F (100uM) 10 uL
HD-TP-R (100uM) 10 uL
Agua ultrapura 30 uL

Mix de dNTPs 10mM (2.5mM c/u)

Adenina — A (100 mM) 2.5uL
Timina — T (100 mM) 2.5uL
Guanina — G (100 mM) 2.5uL
Citosina — C (100 mM) 2.5uL
Agua ultrapura 90 uL
—
Soluciones de Tincion argéntica
Solucion A: Prepare 450 mL de solucién A agregando 30 mL de alcohol etilico de 962 y 1 mL de
4cido acético y afore a 450 mL con agua tridestilada.
Solucion B: Prepare 150 mL de solucién B disolviendo 0.3g de nitrato de plata en 150 mL de agua
tridestilada.
~ Solucién C: Prepare 450 mL de solucidn C disolviendo 3g de hidréxido de sodio y 1 mL de

formaldehido al 37% y afore a 450 mL con agua tridestilada.
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3 - PRUEBA GENETICA PARA LA DISTROFIA MIOTONICA TIPO 1 (DM1)

. FINALIDAD
Apoyar el diagnostico molecular de la Distrofia Miotdnica tipo 1 (DM1), a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones CTG del gen DMPK, sustentada en
la evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

Il. OBIETIVO
Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CTG del gen DMPK

en apoyo al diagndstico de la Distrofia Miotdnica tipo 1 (DM1).

AMBITO DE APLICACION
Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias

Neurologicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
CPT: 81419 - PRUEBA GENETICA PARA LA DISTROFIA MIOTONICA TIPO 1 (DM1)

=T Rf

CONSIDERACIONES GENERALES

<

L TAGLE L,

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

e Distrofia Miotonica tipo 1 (DM1): Desorden sistémico autosémico dominante,
ocasionado por la expansion anormal del triplete CTG (Citosina-Timina-Guanina) en
la regién 3’ no codificante del gen DMPK (19q13.32).

e Genotipificacion del gen DMPK: proceso de la determinacidn del genotipo de un
individuo con respecto al nimero de repeticiones CTG en el gen DMPK.

e Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencion de participar en una prueba

Diwaa Rivas Franchin.
o de Neuropat slo: 4
oMK

FTE B

genética.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
o\ e TP-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con cebador de triplete repetido. _
e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas '

) | presentes en una disolucion de acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas.

e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural bdsica y el bloque de
construccién del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

® ADN: Acido Desoxirribonucleico, contiene la informacion de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminoacidos que generaran

proteinas para el funcionamiento de un organismo.
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6.1. RECURSOS HUMANOS

« 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
e (01 técnico de laboratorio.

o (01 médico genetista.

e (01 médico neurdlogo.

. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares

Cebador P1: 5'-AGAAAGAAATGGTTCTGTGATCCC -3

Cebador P2: 5"-6-FAM-GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCG -3’
Cebador P3R: 5'-TACGCATCCCAGTTTGAGACG -3’

Cebador PACAG-3: 5'-TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGCAGCAGCAGCAGCA-3’
Amplitag Gold 360 ® DNA polymerase 5 U/uL (Applied BiosystemsTM). Incluye:
Buffer PCR 10x, MgCl2 25 mM y 360 CG Enhancer 100%

dNTPs mix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u)

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

Agua ultrapura libre de nucleasa

Long PCR Enzyme mix 5 U/pL (Thermo Scientific). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgCl2 25 mM.

Marcador de peso molecular de 10 pb (Invitrogen)
GeneScan LIZ 500 dye Size Standard

Hi-Di Formamide

SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge
SeqStudioTM Cathode Buffer Container
SeqStudio Integrated Capillary Protector

o 0 o 0 O

o O O O

0O 0 O 0 O O

6.2.2. Reactivos quimicos

Acrilamida
Bisacrilamida

Nitrato de Plata
TEMED

Persulfato de amonio
Tris base

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol p _ Minigtesio de 3a]
Formamida T Dapartamesite de Heus . :

Etanol absoluto : — _ &’
ang Kiva cachin

Acido acético
Hidréxido de sodio

c o 0 o0 00OC O0C 0O O0C OO0 O
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o Formaldehido 37%

6.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 ulL, 20 pL, 100 pL, 200 pL y 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 ply 1000 pL
Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL

Tubos de PCR de tapa cénica 0.2 mL

MicroampTM 8-Tube Strip, 0.2mL

MicroampTM 8-Cap Strip

Tubos de centrifuga 2 mL

Gradilla para tubos de 0.2 mL

Gradilla para tubos de 2 mL

Pisetas

MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set

Estacion congelada para PCR

Placa de cultivo de 96 pocillos

Soporte para micropipetas

Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

0O 0O 0 OO0 OO G O O 0 0 o 0 ©

6.2.4. Material de vidrio

Matraz aforado de 500 mL.

Probeta de 1000 mL.

Vasos de precipitados de 50 mL.

Pipeta de vidrio de 10 mL

Pipeta de vidrio de 25 mL.

Propipetas

Baguetas

Frasco transparente de 500 mL, 1Ly 4 L.
Frasco color caramelo de 200 mL.

0O 0 00 0 0 o0 o0 o0

6.2.5. Otros materiales

Papel lente para laboratorio
Papel aluminio

Lejia

Papel toalla

Parafilm

Mascarilla descartable

Guantes de nitrilo descartables

Mandil descartable -
Gorro descartable tnstitito Nacions. 4e Ciencias

Dapariamciito do Mk droleis
Botas descartables t &/ :

o 0 0 g 0o 0 0 ¢ O O
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o Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno
de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora,
archivador, sello, tintero para huella digital.

o DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

o Accesorios para electroforesis: Peine de 24 pocillos, separadores de Imm y
vidrios con muesca y sin muesca, cables de fuente de energia.

Servicio de Neurogenética

6.2.6. Equipos

Termociclador Veriti (Applied Biosystems)

Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

Sistema de documentacién de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
Cabina de PCR (ESCO®)

Cémara de electroforesis vertical profesional (Cleaver)
Fuente poder (Cleaver)

Balanza analitica (Shimadzu)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)
Refrigeradores a 42C (Miray)

Congeladora a -20°C (Miray)

Picocentrifuga

Vortex

Cronémetro

Computadoras de escritorio

Impresora

o

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida
Estabilizador

O 0o OO0 OOQCQOOO D2 OCOCOOUOQO OO

6.2.7. Software

o Plate manager (Applied Biosystems)
o GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
o Gen5™ version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS

Servicios de agua
Servicio de luz

Servicio de internet
Aire acondicionado
Uso del laboratorio especializado

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS



3 aiin : '”l.mllltl‘lﬂ Maclons!
PERU | Ministerio b

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,
imprescindible para la determinacion del tamafio de repeticiones CTG del gen DMPK. Este
estudio requiere que se incluya un procedimiento TP-PCR para descartar casos de

G. VARGAS

homoalelismo en el gen DMPK.

Servicio de Neurogenética

DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO

fE'MITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO

procedimiento

[ ACTIVIDAD pRODUCTO | RESPONSABLE | uniDAD ORGANICA
INICIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO | Documento de Area Clinica Servicio de Neurogenética
. GENETICO Consentimiento
i Infarmado firmado
Orden de Area Clinica Servicio de Neurogenética

TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliquidacicn

Solicitar la preliguidacién del procedimiento Sello de Oficina de Contabilidad
Preliquidacidn Preliquidacion
Liquidacicn
Liquidar el costo del procedimiento
o Boleta de Pago Ventanilia CAJA Contabilidad
Tramite de aprobacion del SIS
Orden con dos Ventanilla SIS SIS
sellos de SIS
REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacion Area Clinica Servicio de Neurogenética
registrada en base
de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
EXTRACCION DE ADN ADN genamico Laboratorio de Servicio de Neurogenética
(segun procedimiento estandar del Laboratorio Neurogenética
de Neurogenética)
PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN Laboratorio de Servicio de Neurogenéti
GENOTIPIFICACION con concentracién Neurogenética
20 ng/ul
GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CTG Genotipo para los Laboratorio de Servicio de Neurogenética
POR PCR alelos del Neurogenética

Para cada paciente se analizardn 2 muestras de
ADN gendmico obtenidas
independientemente, Ademas, se empleara
una muestra problema, un estandar de
secuencia especifica y una muestra blanco.

Amplificacion del micrasatélite CTG del gen
DMPK
Preparar 10 ul de mezcla de reaccién con las
siguientes concentraciones finales:

» 360 GC Enhancer 10%

* Buffer de PCR para enzima Amplitaq
Gold*® 360 1X
dNTPs 0.2mM c/u
MgCl2 1.25mM
Cebador P10.75uM
Cebador P2 0.75uM
Enzima Amplitag Gold 360 0.08 U/ul

*  ADN 4ngful
Enrasar a 10ul con agua ultrapura, Emplear el
siguiente programa de amplificacién: 2 minutos
de denaturacidn inicial a 94°C, 30 ciclos de
denaturacidn a 94°C por 30 segundos,
hibridacion a 60°C por 30 segundos, y
extension a 72°C por 1 minuto; seguido por un

microsatélite CTG

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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paso de extension final a 72°C por 10 minutos.

Servicio de Neurogenética

Visualizacion de productos de PCR por
electroforesis en gel de poliacrilamida

Preparar un gel de poliacrilamida al 8% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocillo 1ul
de producto de PCR con 1lul de buffer de
siembra. Ademds, se debe colocar un 0.85ul
marcador de peso molecular de 10pb con 1ul de
buffer de siembra. Administrar un voltaje de 200
V por 45 minutos. Realizar la tincion del gel con
el protocolo de tincidn argéntica usando
solucion de nitrato de plata. Verificar la
adecuada amplificacion de las muestras
problema,

. I;Y’repamcfdn de placa de fragmentos usando

i Termociclador Veriti

" En una placa compatible con el equipo proceder
n los siguientes pasos:

Preparar una mezcla de 9.35 pl de Formamida

0,15 pL Marcador GeneScan™ 500 LIZ, por cada

muestra, control y muestra blanco a evaluarse.

Dispensar 9.5 pL de la mezcla en cada pocillo de

la placa.

Anadir 1 pL del producto de amplificacién

obtenido en las reacciones de PCR.

Desnaturalizar las muestras a 98°C por S

minutos.

Guardar la placa a 4°C hasta introducirla al

analizador (periodos menores a 24 horas) o -

209C (periodos mayores a 24 horas).

Electroforesis capilar usando Analizador
genético SeqStudio™

Una vez preparada la placa, los productos de
las reacciones deben ser sometidas a
electroforesis capilar. Se emplearan las
condiciones recomendadas por el fabricante.
Usando el Software Plate manager se ingresa la
informacion de la placa para que sea
reconocida por el analizador genético.

Para programar las condiciones de
electroforesis capilar se debe tener en cuenta
p— que el rango de amplificacidn varia entre 100 a
! 500 pb, los cebadores empleados estan
marcados con 6-FAM y que el patrén de peso
molecular estd marcado con GeneScanTM 500
LIZ.

Andlisis de resultadas y estimacién del nimero

de repeticiones

Empleando el programa GeneMapper™,

analizar el tamafio de los fragmentos
generados. El resultado  serd un

} electroferograma con picos de intensidad
determinada vy separados de manera

proporcional al tamafio del fragmento.

La estimacién del nimero de repeticiones CTG
se realizard comparando los resultados
obtenidos en la muestra control con los
electroferogramas de las muestras problema, La
muestra control consta de 5 alelos de
repeticiones conocidas: 5, 11, 13, 14y 21 CTG.

4
; GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CTG
~ PORTP-PCR
Este procedimiento es complementario a la
G. VARGAS PCR convencional. Se aplica en casos que

resultan aparentemente homocigotos por PCR.
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El resultado es cualitativo, solo determina la
presencia o ausencia de un alelo mutado
mayor a 50 repeticiones CTG que la PCR no
pudo detectar.

Servicio de Neurogenética

Amplificacién por TP-PCR usando termociclador
Veriti:

Preparar la siguiente mezcla de reaccidén para
una muestra control positiva para DM1, una
muestra control negativa para DM1, una
muestra problema y un control de PCR.

En la cabina de PCR, preparar 10 ul de mezcla
de reaccion con las siguientes concentraciones
finales para cada muestra:

MSO 4%

ffer de PCR 1X para enzima taq Long PCR

ebador P2 2uM

Cebador P4CAG 0.4uM

Cebador P3R 2uM

Enzima Long PCR DNA polimerasa 0.1 U/ul
ADN 4ng/ul

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 5 minutos de denaturacién
inicial a 94°C, seguido de 10 ciclos de
denaturacion por 10 segundos a 96°, un
segundo paso de hibridacion-elongacion por 4
minutos a 68°C, seguido de 20 ciclos de 20
segundos a 94°C, hibridacion-elongacién por 4
minutos a 68°C. Agregando dos segundos por
cada ciclo de amplificacién, y un paso de
extension final a 68°C por 10 minutos.

Visualizacidn de productos de PCR por
electrofaresis en geles de poliacrilamida
Preparar un gel de poliacrilamida al 10% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocillo 3ul
de producto de PCR con 5ul de buffer de
siembra, Ademds, se debe colocar un 0.85 ul
marcador de peso molecular de 10pb con 3ul
de buffer de siembra. Administrar un voltaje de
200 V por 60 minutos. Realizar la tincion del gel
con el protocolo de tincion argéntica usando
solucién de nitrato de plata. Verificar que las
muestran hayan sido amplificadas
correctamente

Preparacién de la placa de fragmentos usando
Termocicladar Veriti:

Emplear el protocolo descrito para la
preparacion de |a placa de fragmentos para
productos de PCR. Guardar |a placa a 4°C hasta
introducirla al analizador (periodos menores a
24 horas) o -202C (periodos mayores a 24
horas).

Electroforesis capilar usando el analizador
genético SeqStudio™

Usando el Software Plate manager se ingresa la
informacién de la placa para que sea
reconocida por el analizador genético. Una vez
preparada la placa, las reacciones deben ser
sometidas a electroforesis capilar. Se empleard
el protocolo descrito para la electroforesis Institcto j
capilar de placa de fragmentos para productos
de PCR.

Andlisis de resultados
Por TP-PCR se puede diferenciar alelos de gran
tamaiio que por PCR no pudieron detectarse

G. VARGAS
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debido a su gran tamafo. Se debe evaluar el
perfil del electroferograma generado. Se
determina comao alelo expandido cuando el
patrdén de picos supera los 201 pb.

Servicio de Neurogenética

8 | REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO Informacion Laboratorio de Servicio de Neurogenética
® Registrar “Reporte de laboratorio a | registrada en base Neurogenética
disposicién” en base de datos | de datos y Reporte (bidlogo genetista y
“Genotipificaciones”. de genotipificacion | medico genetista)
para DM1
FIN

IX. RECOMENDACIONES

* Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento informado
que autorice el procedimiento genético.

» La solicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacién médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacidn pre-test, test y post-test.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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X. ANEXOS
ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA DISTROFIA MIOTONICA
TIPO1

()
1

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio Genético de Distrofia
Miotdnica tipo 1

l

Tramite de orden

Caja

éTiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en
consultorios

)

Orden con 2 sellos
del SIS

v
. B
' Boleta de pago Genotipificacion del microsatélite
fi
: j | CTG del gen DMPK
/

l

Andlisis de resultados

Fin:  Diwad Ry ArEchis
REPORTE kT R et
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

y PERU CENTRO DE INVESTIGACION
2 BASICA EN NEUROGENETICA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO
LQuép dimi es io para realizar el estudio genético?
El ADN es la sustancia que se células y controla Lanto su fi i como ka b .Enelk iode
Neurogenética del Centro de Invesmaddn Basica en Neurogenética (CIBN) del Instituto Nacional de Ciencias Nemulﬂgu:ns (INCN),
hacemos examenes que nos permiten encontrar cambios en el ADN, llamados mutaciones. Se requiere una muestra de sangre, de
hiscpado bucal u otros lejidos para obtener el ADN, segun & solicitud del médico tratante. La muestra serd empleada exclusivamente
para estudio gensé ionado con su enk dad. No nos es posible emplear su ira para olros exa como
hdmoglobina, gume!c,ldennﬁcarloscambiosomummsmﬂmmnemrn&vmmma

HC:

ma ambién una sabre su pr yp bié hpem!uﬂmrdecmomsdewdnmn
Lanbnnac.ﬂ:misamcuaﬁa

¢Cudl puede ser el resultado del estudic?

El resultado puede confirmar su enfermedad, demﬂﬂhoamuwsmswmamomdam mmdmcasn nopodnamos
precisar el diagndstico. La entrega de resulados se realiza como parte de una fla esp | donde le d sobre
su enfermedad y l0s nesgos para Usled y su familia. es por ello gue no informamos resullados por leléfono. En el iempo que se le
haya indicado que demore &l procesamiento de su stra, Ud. debe coordinar una cita para entrega de resultados ylo asesoria
genatica

LCudles son las molestias y riesgos para Ud. al realizar el estudio genético?

Las molestias que Ud. sentird en la oblencidn de sangre serd algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
moramnenelatndomeseIanlmduplaagqaobmnunanbwﬂnanlazmadspmum&whslﬁmucaso.seréahrﬁdow
mmuhwmddndnmoaﬂwnd Al conocer el resultado, esta inf n podria jonare preccupacion y temor por kas

ias per k ysﬂbsubmmeﬂm@hmmhmlnhmnnmuy
orientacidn en consullas especiales de asesoria. lgualmente. si olras personas saben que uno liene una enfermedad hereditaria, otros
miembros de k& familia o las personas airededor de uno pueden discriminamos.

DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido informado(a) acerca de la posibiidad de realizarme un estudio genético y he tenido la oportunidad de hacer [as preguntas
necesarias acerca del p dimiento: estoy satisfecho(a) con las explicaciones recibidas y doy vob mi ntimiento

pama.

1. Que se me extraiga una muestra para estudio genético de:
Genalipificacion del gen:
2. Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsabie del solictante, doy consentimiento para el estudio genético.

Nombre completo:
DN

Firma: o

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

ONi
Fecha ¥ hora

Fimma:

Caert s g B e g

[ A 8127+ o s Bt
AL ks e e S r

—-—— s
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ANEXO 3
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE DM1

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA - INCN
RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA DISTROFIA MIOTONICA TIPO 1 (DM1)

Nombres y Apellidos:

% Fecha de nacimiento Codigo de la muestra:
4 Sexo: Método de obtendon:
Status clinico: Remitente:
/ Tipo de muestra: Fecha de obtencidn:
Estado de la muestra: Fecha de emision de resultado:
Paciente es enviado para estudio molecular por diagndstico clinico de Distrofia Miotonica tipo 1
(DM1).
RESULTADO MOLECULAR

Presendia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presendcia de un alelo con repeticiones encima del rango de nomnalidad.

Alelo 1: repeticiones CTG.
Alelo 2: repetidones CTG.
INTERPRETACION

El diagnéstico molecular de la distrofia miotonia tipo 1 (DM1) se define por el nimero de
repeticiones CTG del alelo mas largo en el gen DMPK:
Alelos normales: hasta 34 repeticiones CTG.
Alelos normales mutables: rango de 35 a 49 repeticiones CTG. No presentan enfermedad, sin
embargo, podrian transmitir rango patoldgico a descendenda
Alelos de penetrancia completa, patolégicos: A partir de 50 o mas repeticiones CTG. Las
personas que poseen estos alelos manifiestan o manifestardn la enfermedad.

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genotipificacion del nimero de repeticiones en el gen de DMPK consiste
en la amplificacién por PCR en tiempo final y la determinaciéon del nimero de tripletes (hasta 50
repeticiones CTG) mediante regresién lineal a partir de electroforesis en gel de poliacrilamida.
Discriminacion de la ausencia o presencia del alelo mutado mayor o igual a 50 repeticiones CTG, por
la técnica de TP-PCR. Método optimizado e implementado internamente 1,2.

CONCLUSIONES
« El resultado excluye/confirma el diagndstico de Distrofia Miotdnica tipo 1 (DM1).
e Estos resultados deben interpretarse en el cmntexto de hallazges clinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratario.
= Todo diagnédstico genético debe ser entregado en una consulta espedalizada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

ol 1. Mila-Neyra, K. (2015). Implementacidn de una metodologia basada en la combinaddn de las técnicas de PCR y TP-PCR para el
diagndstico moleaudar de la Distrofla Miotonica tipo 1 en el Instituto Nadonal de Oendas Neurologicas en el ano 2014,
2. Kamsteeg, E. )., Kress, W,, Catalli, C., Heriz, ). M., Witsch-Baumgariner, M., Buckley, M. F., ... Scheffer, H. (2012). Best
practice q.lldeiirm and recorrl'nerdaﬂom on the muieujnr diagnosis of rrwulmt dystrophy types 1 and 2. European journal of
human genetics: EIHG, 20(12), 1203-1208. doi:10.1038/ejhg.2012.108

Fecha de entrega de reporte a paciente:

f
. 3 v \/
Centro de Investigaddn Baskca en Neurogenética Ir. Ancash N® 1271 Lima, Pesd 15 ovids 1o
2= = Instituto Nacional de Cendas Neuroldgicas Tekfono directo: 4.51131;})7-; Newys,
5. VARGAS www.incngen.org.pe Correo electrénico: ri‘m'&aﬁnmmm Rt
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ANEXO 4

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA PRUEBA GENETICA PARA LA DISTROFIA MIOTONICA TIPO 1

Poliacrilamida 21%

Acrilamida 2049
Bisacrilamida 1g
Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.
TBE 10X

Tris base 54 mL
Acido Bérico 27,5 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.
TBE 1X
TBE 10x 100 mL
Agua tridestilada 900 mL
Poliacrilamida 8% (V=18 mL)
Poliacrilamida 21% 6.9 mL
TBE 10x 1.8 mL
Agua tridestilada 9.3 mL
APS 10% 150 uL
TEMED 15 uL
Poliacrilamida 10% (V=18 mL)

Poliacrilamida 21% 8.6 mL
TBE 10x 1.8 mL
Agua tridestilada 7.6 mL
APS 10% 150 uL
TEMED 15 uL

Ladder de 10pb

Ladder de 10pb

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS

45



=RU | Ministerio by s Gl 5 ¢ ; L : _.. . 2 ;.
w e de Salud d"fi‘“‘m“‘ml.‘“;_ : SanRtice V. frtameia 755 'E' D

Servicio de Neurogenética

Agua tridestilada 8 uL

Mix de cebadores DM1-PCR 20uM

DMPK-P1 (100uM) 10 uL
DMPK-P2 (100uM) 10 uL
Agua ultrapura 30 uL

Mix de dNTPs 10mM (2.5mM c/u)

Wl Clog,
<\ ’f'_.,\ Adenina — A (100 mM) 2.5uL
N \—W S =
N ‘] Timina — T (100 mM) 2.5uL
-~ \" ,.' Guanina — G (100 mM) 25uL
Citosina — C (100 mM) 25uL
Agua ultrapura 90 uL

Soluciones de Tincion argéntica

Solucion A: Prepare 450 mL de solucién A agregando 30 mL de alcohol etilico de 962 y 1 mL de
acido acético y afore a 450 mL con agua tridestilada.

~/ Solucién B: Prepare 150 mL de solucién B disolviendo 0.3g de nitrato de plata en 150 mL de agua
tridestilada.

Solucién C: Prepare 450 mL de solucién C disolviendo 3g de hidréxido de sodio y 1 mL de
formaldehido al 37% y afore a 450 mL con agua tridestilada.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS 46
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4 - PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2
(SCA2)

FINALIDAD
Apoyar el diagnostico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2), a través de una
guia técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATXNZ,

sustentada en la evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

OBIJETIVO
Normar el procedimiento de genotipificacién del nimero de repeticiones CAG del gen ATXN2

en apoyo al diagndstico de la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2).

AMBITO DE APLICACION
Guia técnica de aplicacién obligatoria por el personal del laboratorio de neurogenética del

Servicio y Centro de Investigacion en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias

Neuroloégicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESYTANDARIZAR
CPT: 81479 - PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 (SCA2)

R T ’sv

CONSIDERACIONES GENERALES
LTAGLE L.

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS
e« Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencién de participar en una prueba

genética.
» Genotipificacion del gen ATXN2: proceso de la determinacién del genotipo de un ===
individuo con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen ATXN2.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

e PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, procedimiento mediante el cual se
amplifica (obtienen muchas copias) de ADN y permite cuantificar repeticiones de tres
nucleétidos hasta un rango determinado.

e TP-PCR: método cualitativo el cual puede detectar mayor o menor cantidad de un
rango especifico de repeticiones de tres nucleotidos.

e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucién de acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas.

e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el bloque de
construccion del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.
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e ADN: Acido Desoxirribonucleico, contiene la informacién de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminodcidos que generaran

Serviclo de Neurogenética

proteinas para el funcionamiento de un organismo.

VI. REQUERIMIENTOS BASICOS

AC/
"4:;6.1. RECURSOS HUMANOS
. o

"y .

e 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
e 01 técnico de laboratorio.

= (01 médico genetista.

e 01 médico neurdlogo.

6.2. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares

Cebador 2A: 5-GGGCCCCTCACCATGTCG-3'

Cebador 2B: 5'-CGGGCTTGCGGACATTGG-3’

Cebador R1: 5-TACGCATCCCAGTTTGAGACGCTGCTGCTGCTGCTG-3’

Cebador R2: 5'-TACGCATCCCAGTTTGAGACG-3’

dNTPs mix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u)

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

Agua ultrapura libre de nucleasa

Long PCR Enzyme mix 5 U/ul (Thermo Scientific). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgCl; 25 mM.

Platinum® Taq DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgClz 50 mM.

Marcador de peso molecular de 10 pb (Invitrogen)
GeneScan LIZ 500 dye Size Standard

Hi-Di Formamide

SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge

SeqStudio™ Cathode Buffer Container

O 0O 0O 0 0O 0 0O

o}

0 0 © 0 O

6.2.2. Reactivos quimicos

Acrilamida
Bisacrilamida

Nitrato de Plata
TEMED

Persulfato de amonio

Tris base

Acido bérico
EDTA 0.5M pH 8
Xilencianol

Azul de Bromofenol

Glicerol : e P

Q0 0 0 0D 0 008 0 O o

Formamida jefe del !

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS




: PERU | Ministerio Institit Waclony e i b ..
de Salud ey g ey e

Servicio de Neurogenética

Etanol absoluto
Acido acético
Hidroxido de sodio
Formaldehido 37%

6.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL y 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 uL, 200 pLy 1000 pL
Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL

Tubos de PCR de tapa cénica 0.2 mL

Microamp™ 8-Tube Strip, 0.2mL

Microamp™ 8-Cap Strip

Tubos de centrifuga 2 mL

Gradilla para tubos de 0.2 mL

Gradilla para tubos de 2 mL

Pisetas

MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set

Estacion congelada para PCR

Placa de cultivo de 96 pocillos

Soporte para micropipetas

Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

[0 o TN o TN N BN © S & B & TN o TR © T & T o SN o B o S & B o

6.2.4. Material de vidrio

o Matraz aforado de 500 mL.

o Probeta de 1000 mL.

o Vasos de precipitados de 50 mL.
o Pipeta de vidrio de 10 mL
o Pipeta de vidrio de 25 mL.
o Propipetas

o Baguetas

o Frasco transparente de 500 mL, 1Ly 4 L.
o Frasco color caramelo de 200 mL.

(&)
‘/ 6.2.5. Otros materiales

Papel lente para laboratorio

Papel aluminio

Lejia

Papel toalla

Parafilm i iy e S
Mascarilla descartable T 140 ‘.. Teti. satologis
Guantes de nitrilo descartables //)
Mandil descartable  Sheiih Kvss Fraact
Gorro descartable TR 18368 - tovn
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o Botas descartables
Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno
de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora,
archivador, sello, tintero para huella digital.

o DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

o Accesorios para electroforesis: Peine de 24 pocillos, separadores de 1mm y
vidrios con muesca y sin muesca, cables de fuente de energfa.

6.2.6. Equipos

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

Sistema de documentacién de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
Cabina de PCR (ESCO®)

Camara de electroforesis vertical profesional (Cleaver)
Fuente poder (Cleaver)

Balanza analitica (Shimadzu)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific)
Refrigeradores a 42C (Miray)

Congeladora a -20°C (Miray)

Picocentrifuga

Vortex

Crondmetro

Computadoras de escritorio

y?_-f_{::m;'-i*‘

Impresora
Sistema de alimentacién eléctrica ininterrupida
Estabilizador

O 0 O OO OOOO©OOOoOOOoOOoOD OO OO OO OoO o

6.2.7. Software

o Plate manager (Applied Biosystems)
o GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
o GenSTM version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS

Servicios de agua

Servicio de luz
Servicio de internet
Aire acondicionado

Uso del laboratorio especializado
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VIl. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,
imprescindible para la determinacion del tamafio de repeticiones CAG del gen ATXNZ. Este
- estudio requiere que se incluya un procedimiento TP-PCR para descartar casos de
o '“‘”0.;1 omoalelismo (en el gen ATXN2 existe hasta 90% de homocigotos para el alelo 22).
o
b ESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
(8
0 ,.“:/
2| ACTIVIDAD |  prooucto | RESPONSABLE | unNIDAD ORGANICA
INICIO
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de Neurogenética
ESTUDIO GENETICO Consentimiento
Informado firmado
2 | EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Orden de Area Clinica Servicio de Neurogenética
procedimiento
3 TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliquidacion
Solicitar la preliguidacién del procedimiento Sello de Oficina de Preliquidacién | Contabilidad
Preliquidacion
Liquidacicn
Liquidar el costo del procedimiento Ventanilla CAIA
o Boleta de Pago Contabilidad
Trdmite de aprobacion del 515 Ventanilla 51S
Orden con dos SIS
sellos de 515
4 REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacion Area Clinica Servicio de Neurogenética
registrada en base
de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 | EXTRACCION DE ADN ADN gendmico Laboratorio de Servicio de Neurogenética
(segun procedimiento estandar del Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
6 | PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con | Laboratorio de Servicio de Neurogenética
GENOTIPIFICACION concentracion 10 Neurogenética
ng/ul
7 | GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG Genotipo para los Laboratorio de Servicio de Neurogenética
POR PCR alelos del Neurogenética

Preparar la siguiente mezcla de reaccién para
una muestra problema, una muestra control y
una muestra blanco:

Amplificacion del microsatélite CAG del gen
ATXN2
En la cabina de PCR, preparar 10 ul de mezcla
de reaccion con las siguientes concentraciones
finales para cada muestra:

. DMSO 5%

° Buffer de PCR para enzima tag
platinum 1X
dNTPs 0.05mM ¢/u
MgCl: 0.75mM
Cebador SCA2-A 0.5uM
Cebador SCA2-B 0.5uM
Enzima taq platinum 0.04 U/uL
ADN 2ng/ful

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 2 minutos de denaturacion
inicial a 94°C, 28 ciclos de denaturacidn a 94°C
par 30 segundos, hibridacién a 64°C por 30
segundos, y extension a 72°C por 30 segundos;
seguido por un paso de extension final a 72°C

microsatélite CAG

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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Visualizacién de productos de PCR por
electroforesis en gel de poliacrilamida
Preparar un gel de poliacrilamida al 6% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocillo 2uL
de producto de PCR con 2ul de buffer de
siembra. Ademas, se debe colocar un 0.7 uL
marcador de peso molecular de 10pb con 2ul
de buffer de siembra. Administrar un voltaje de
150 V por 30 minutos. Realizar la tincion del gel
con el protocolo de tincion argéntica usando
solucidn de nitrato de plata. Verificar que las
muestran hayan sido amplificadas
correctamente.

= N
7

Preparacion de placa de fragmentos usando
Termaciclador Proflex

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos: Preparar
una mezcla de 18 pL de Formamida 0.5 pL
Marcador GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, contral y muestra blanco a evaluarse.
Dispensar 18.5 L de la mezcla en cada pocillo
de la placa. Afiadir 1 uL del ADN obtenido

en las reacciones de PCR. Denaturalizar las
muestras a 98°C por 5 minutos. Guardar la
placa a 4°C hasta introducirla al analizador.

Electroforesis capilar usando Analizador
genético SeqStudio™

Una vez preparada la placa, los productos de
las reacciones deben ser sometidas a
electroforesis capilar. Se emplearan las
condiciones recomendadas por el fabricante.
Usando el Software Plate manager se ingresa
|a informacion de la placa para gue sea
reconocida por el analizador genético. Para
programar las condiciones de electroforesis
capilar se debe tener en cuenta que el rango
de amplificacion varia entre 100 a 500 pb, los
cebadores empleados estdn marcados con 6-
FAM y que el patrén de peso molecular estd
marcado con GeneScanTM 500 LIZ.

Andlisis de resultades y estimacién del nimero
de repeticiones

Empleando el programa GeneMapper™,
analizar el tamafio de los fragmentos
generados. El resultado  sera un
electroferograma con picos de intensidad
determinada y separados de manera
proporcional al tamafio del fragmento.

NOTA: Los productos de PCR de microsatélites tienen
una migracion més rdpida que el ADNss debido al
alto contenido de GC por lo que realizar la
estimacion del nimero de repeticiones CAG
empleando un marcador de peso molecular
comercial puede derivar en errores de calculo.

Para calcular el ndmero de repeticiones de un
alelo desconocido, se debe comparar el
electoferograma obtenido empleando el
estandar de secuencia especifica para SCA2 y
los electroferogramas obtenidos por cada
muestra analizada.

GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG
POR TP-PCR

Este procedimiento es complementario a la
PCR convencional. Se aplica en casos que -
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resultan aparentemente homocigotos por
PCR. El resultado es cualitativo, sdlo
determina la presencia o ausencia de un alelo
mutado mayor a 31 repeticiones CAG que la
PCR no pudo detectar.

Amplificacion por TP-PCR usando
termociclador Profiex:

Preparar la siguiente mezcla de reaccion para
una muestra control positiva para SCA2, una
muestra control negativa para SCA2, una
muestra problema y una muestra blanco:

En la cabina de PCR, preparar 10 ulL de mezcla
de reaccién con las siguientes concentraciones
finales para cada muestra:

DMSO 4%

Buffer de PCR 1X para enzima taq Long PCR
dNTPs 0.2mM ¢/u

MgCl2 2.3mM

Cebador SCA2-A 0.1M

Cebador SCA2-R2 0.1uM

Cebador SCA2-R1 0.01uM

Enzima Long PCR DNA polimerasa 0.07 U/ul
ADN 0.5ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 3 minutos de denaturacion
inicial a 94°C, seguido de 10 ciclos de
denaturacion por 20 segundos a 96°, un
segundo paso de hibridacién-elongacién por
45 segundos a 68°C, seguido de 20 ciclos de 20
segundos a 96°C, hibridacidn por 30 segundos
a B0°C y extension por 45 segundos a 68°C, y
un paso de extension final a 68°C por 10
minutos.

Visuvalizacion de productos de PCR por
electroforesis en geles de poliacrilamida
Preparar un gel de poliacrilamida al 10% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocillo
2ul de producto de PCR con 2ul de buffer de
siembra. Ademds, se debe colocar un 0.7 ul
marcador de peso molecular de 10pb con 2ul
de buffer de siembra. Administrar un voltaje
de 150 V por 45 minutos. Realizar |a tincidn
del gel con el protocolo de tincion argéntica
usando solucidn de nitrato de plata. Verificar
que las muestran hayan sido amplificadas
correctamente

Preparacidn de la placa de fragmentos usando
Termociclador Profiex

Emplear el protocolo descrito para la
preparacion de la placa de fragmentos para
productos de PCR. Guardar la placa a 4°C
hasta introducirla al analizador.

Electroforesis capilar usando el analizador
genético SeqStudioTM

Usando el Software Plate manager se ingresa
la informacién de la placa para que sea
reconocida por el analizador genético. Una vez
preparada la placa, las reacciones deben ser
sometidas a electroforesis capilar. Se
empleara el protocolo descrito para la
electroforesis capilar de placa de fragmentos
para productos de PCR.

Andlisis de resultados
Par TP-PCR se puede diferenciar alelos de gran
tamafio que por PCR no pudieron detectarse

e NSy,

L TAGLE L.
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debido a su gran tamafio. Se debe evaluar el
perfil del electroferograma generado. Se
determina como alele expandido cuando el
patron de picos supera los 148 pb

8 | REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO Informacion Laboratorio de Servicio de Neurogenética
e Registrar “Reporte de laboratorio a | registrada en base Neurogenética
disposician®” en base de datos | de datosy Reporte (biologo genetista y
“Genotipificaciones”. de genotipificacion medico genetista)
para SCA2
FIN
IX. RECOMENDACIONES

e Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento
informado que autorice el procedimiento genético.

* La solicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe
realizarse directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion
medica y de asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.

G. VARGAS
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ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA
ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 (SCA2)

)
i

Consentimiento Informado

v

Orden de procedimiento para estudio Genético de ataxia
espinocerebelosa tipo 2 (SCA2)

l

Tramite de orden

Caja

¢éTiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en
consultorios

1

Orden con 2 sellos
del SIS

l

L ]
Boleta de pago Genotipificacion del microsatélite
CAG del gen ATXN2

l

Anilisis de resultados

Fin:
REPORTE
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

O, [ CENTRO DE INVESTIGACION
) BASICA EN NEUROGENETICA
HC:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO

¢Qué p dimiento es rio para realizar el estudio genético?

El ADN es la sustancia que se encuentra en nuestras células y fa tanio su funci i como ka h i, En el lab io de
Neurogenética del Centro de Investigacion Basica en Neurogenélica tCIBNJdet Inslrl.rh Nacional de C ias Ni logicas (INCN).
hacemos exdmenes que nos permmiten encontrar cambios en el ADN. | Se requiers una ira de sangre, de
hisopado bucal u otros tejidos para obtener el ADN, segun b solicitud del medico La sera emplead jusi

para estudio genédti do con su enfermedad. No nos es posibie emplear su slra para otros exa como

hemoglobina, glucosa, etc. Identificar los cambios o mutaciones en el ADN puede tomar varios meses.

¢Cudles son los beneficios del estudio genético?
Ecﬂdngﬂmn@sp&m&émrﬁduagndsimwmodewedmudndrpoderdndeas:mnahmﬁnmsaspmtmaai

muMmammemmy, 3. También le permitisd tomar decisiones de vida con
ia inf idn més ad

£Cudl puede ser el resultado del estudio?

=] itado puede confi su enfs dad, d ta 0 alg veces ser inciert nmmenmm"mﬂn no podriamos
precisar el diagnéstico. La entrega de resultados se realiza como parte de una ita esp dondela‘ i6n sobre
suardarmedadyluanesgmmestedwamlh es por ello que no info ltados par & En el iempo que se le
haya i do que di el prox de su muestra, Ud. debe coondinar una cita para entrega de resultados ylo asesoria
genélica.

¢ Cudles son las molestias y riesgos para Ud. al el estudio genético?

Las molestias que Ud. aenlaob 0 de sangre serd algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
mmela’udmseIenm;olaamoblenmanhwénenhzwde;u\ndn Erleshmmc sera alendido por
penwldelamﬂtbﬁﬁsinmadcmﬂ Al conocer el ilado, esta i 0 podria ‘ i6n y temor por las

per Wﬂsytmhsummem&dmmlomlueleh-lndma:payuy
orientacion en consullas especiales de asesoria. Igualmente, si olras personas saben que uno tiene una enfermedad hereditaria, otros
miembros de la lamilia o las personas alrededor de uno pueden discriminarnos.

DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido informado(a) acerca de la posibiidad de realzarme un m:dmganibmy he 1enido la opollumdad da hmhs preguntas
necesarias acerca del procedimiento; estoy satisfecho{a) con las expli idas y doy
para:

1. Que se me exitraiga una mueslra para esludio genético de:
Genotipificacion del gen:
2. Que s& me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

F Nombre compleio:
DN

Firma:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsable del soliatante, doy consentimiento para el estudio genético.

MNombre completo:

A :

/ Firma:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

Neamb

DL
Fecha y hors.

Firma:

Zeeky e gt Baa e e 4
B T

G. VARGAS ¢ del Lpro. de Ne
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ANEXO 3
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE SCA2

¢ LW‘/P\\/J’"W'
 lewregendlicad® |

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA - INCN
RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 (SCA2)

Nombres y Apeliidos:

Fecha de nadmiento Codigo de la muestra:

Sexo: Métndo de oblencion:

Status dlinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencidn:

Estado de la muestra: Fecha de emision de resultado:

Padiente es enviado para estudio molecular por diagnéstico clinico de ataxia espinccerebelosa.

RESULTADO MOLECULAR
Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagndstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) se define por el nimero de
repeticiones CAG del alelo mas largo en el gen ATXAZ:

Alelos normales: hasta 31 repeticiones CAG.

Alelos indiertos: rango de 32 repeticiones CAG.

Alelos penetrancia incompleta: rango de 33-34 repeticiones CAG.

Alelos de penetrancia completa, patolégicos: A partir de 35 o mas repeticiones CAG.

La precision de la determinadién de nimero de repeticiones es de * 1, los valores obtenidos cerca del
limite estableddo como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.

PROCEDIMIENTO

Amplificacion del gen ATXM2 por PCR en tiempo final usando oligonudedtidos marcades con
fluorescencia, determinacion del nimero de repeticiones CAG por electroforesis capilar con marcador de
peso molecular. Determinacion de homoalelismo por discriminacidn de la ausencia/presenda del alelo
expandido por TP-PCR para el gen ATXAZ. Para realizar este procedimiento se ha utilizado un método
optimizado e implementado intemamente ',

CONCLUSIONES
e El resultado excluye/confirma el diagnéstico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.
« Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes familiares
y otros resultados de laboratorio.
¢ Todo diagnéstico genético debe ser entregado en una consulta especializada de asesoramiento
genético a cargo de un profesional capacitado.

1.  Fguerca-Tidefonso, E. (2018). Imp de una dologla basada en Las thonicas POR y TP-PCR para la genoliprficacidin
Mm&mﬁmam“cmmmwﬂmm:mdcmodc gaciin Bisia en dlica
2. Sequeins, )., Seneca, 5., & daie, ). (2010). C: sies In best practices for molecular genetic testing of
spinocerebellar alzxdas. European Joumal of Human Genetics, n(m.nu 1195,
Fecha de entrega de reporte a paciente:
Centro de Tnvestigadon Basica en Neurogenética . Ancash Ne 1271 Lima, P;h.l v d
Instituto Nadional de Clendas Neurologicas Teléfono directo: +51 1411 7779
www inmngen.org.pe Corren electronicn: réormes@mmgen org.pe |
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ANEXO 4

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA PRUEBA GENETICA PARA SCA2

Poliacrilamida 21%

Acrilamida 20g
Bisacrilamida 1g
Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.
TBE 10X
Tris base 54 mL
Acido Bérico 27,5 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL
Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.
TBE 1X
TBE 10x 100 mL
Agua tridestilada 900 mL
Poliacrilamida 6% (V=18 mL)
Poliacrilamida 21% 5.2 mL
TBE 10x 1.8 mL
Agua tridestilada 11 mL
- APS 10% 150 uL
TEMED 15 uL 1. TAGLE L.
Poliacrilamida 10% (V=18 mL)
05 Poliacrilamida 21% 8.6 mL / ;l:.
/| TBE 10x 1.8 mL
/f; Agua tridestilada 7.6 mL
¢ APS 10% 150 uL PMRIETRS
TEMED 15 uL
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Ladder de 10pb
Ladder de 10pb 2uL
Agua tridestilada 8 uL

Mix de cebadores SCA2-PCR 20uM

2A (100uM) 10 uL
2B (100uM) 10 uL
Agua ultrapura 30 uL

Mix de dNTPs 10mM (2.5mM c/u)

Adenina — A (100 mM) 2.5uL
Timina = T (100 mM) 2.5uL
Guanina — G (100 mM) 2.5uL
Citosina — C (100 mM) 2.5uL

Agua ultrapura 90 uL

Soluciones de Tincion argéntica

Solucion A: Prepare 450 mL de solucién A agregando 30 mL de alcohol etilico de 962 y 1 mL de
acido acético y afore a 450 mL con agua tridestilada.

Solucién B: Prepare 150 mL de solucién B disolviendo 0.3g de nitrato de plata en 150 mL de agudf/~/
tridestilada.

Solucion C: Prepare 450 mL de solucién C disolviendo 3g de hidréxido de sodio y 1 mL de
formaldehido al 37% y afore a 450 mL con agua tridestilada.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS bU
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5 - PRUEBA GENETICA PANEL DE ATAXIAS HEREDITARIAS (SCAS)

FINALIDAD

Apovyar el diagnostico molecular de las ataxias hereditarias (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7,
DRPLA, SCA12, SCA17) a través de una guia técnica para la genotipificacion del nimero de
repeticiones CAG en los respectivos genes afectados, sustentada en la evidencia cientifica
vigente para este procedimiento.

OBIJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion de un panel de ataxias hereditarias dominantes
(SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, DRPLA, SCA12, SCA17) en apoyo al diagnéstico de las ataxias
hereditarias.

AMBITO DE APLICACION
Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacién en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias

Neuroldgicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
CPT: 81479 - PRUEBA GENETICA PANEL DE ATAXIAS HEREDITARIAS (SCAS).

CONSIDERACIONES GENERALES

I. TAGLE L,

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

Ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCA1): enfermedad neurodegenerativa causada por
microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXN1.

Ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2): enfermedad neurodegenerativa causada por
microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXN2.

Ataxia espinocerebelosa tipo 3 (MJD/SCA3): enfermedad neurodegenerativa causada
por microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXN3.

Ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCA6): enfermedad neurodegenerativa causada por
microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen CACNA1A

Ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7): enfermedad neurodegenerativa causada por
microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXN7

Ataxia detorubropalidoluisiana (DRPLA): enfermedad neurodegenerativa causada
por microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATN1

Ataxia espinocerebelosa tipo 12 (SCA12): enfermedad neurodegenerativa causada
por microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen PPP2R2B

Ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCA17): enfermedad neurodegenerativa causada
por microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen TBP

_una variante en el

o

Genotipificiacién: proceso de la determinacion del genotipo de
ADN de un individuo ARG
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¢ Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencién de participar en una prueba

genética.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

e Gen ATXN1. gen ubicado en la region autosdmica 6p22.3

¢ Gen ATXN2. gen ubicado en la region autosémica 12q24.12

e Gen ATXN3. gen ubicado en la region autosomica 14q32.12

* Gen CACNA1A gen ubicado en la region autosémica 19p13.13
e Gen ATXN7. gen ubicado en la region autosémica 3p14.1

e Gen ATN1 gen ubicado en la regién autosémica 12p13.31

e Gen PPP2R2B. gen ubicado en la regién autosémica 5q31-5q32

* Gen TBP. gen ubicado en la region autosémica 6q27.
e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucion de acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas.

e PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa.

e TP-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con cebador de triplete repetido.

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

e ADN: acido Desoxirribonucleico.

VI. REQUERIMIENTOS BASICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS

» 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
¢ 01 técnico de laboratorio.

e 01 médico genetista.

e 01 médico neurdlogo.

6.2. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares

o Kit IMEGEN SCAs (REF: IMG-152), que incluye Master-Mix General-AD, Master-
Mix General-EG, Tag-AD, Tag-EG, Tira Master-Mix de SCAs.
Agua ultrapura libre de nucleasa

GeneScan LIZ 500 dye Size Standard

Hi-Di Formamide

SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge

SeqStudio™ Cathode Buffer Container

SeqStudio Integrated Capillary Protector

o O 0 0 O o0
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6.2.2. Material de plastico

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 100 pL y 200 plL.
Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 pL y 200 pL.
Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL

Tubos de PCR de tapa cdnica 0.2 mL
Microamp™ 8-Tube Strip, 0.2mL
Microamp™ 8-Cap Strip

Tubos de centrifuga 2 mL

Gradilla para tubos de 0.2 mL

Gradilla para tubos de 2 mL

Pisetas

MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set

Estacion congelada para PCR

Soporte para micropipetas

Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

o T o B0 N« B « N © B o N o B o T o BN © B o A © S © B «

6.2.3. Otros materiales

Papel lente para laboratorio
Lejia

Papel toalla

Mascarilla descartable
Guantes de nitrilo descartables
Mandil descartable
Gorro descartable LTAGLE L
Botas descartables

Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno

~ de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora,
archivador, sello, tintero para huella digital.

0 © 0 g 00 9 O 0

6.2.4. Equipos

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)

Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

Cabina de PCR (ESCO®)

Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)

Refrigeradores a 42C (Miray)

Congeladora a -20°C (Miray)

Picocentrifuga

Vortex :
Computadoras de escritorio institto N Vona

Impresora =Ny
Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida e, &’
Estabilizador Jafe del © o aalt

O 0 0 O 0o O O OC 0 0 0 C©
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o Plate manager (Applied Biosystems)
o GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
o Gen5TM version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS

e Servicios de agua

e Servicio de luz

e Servicio de internet
¢ Aire acondicionado

¢ Uso del laboratorio especializado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,
imprescindible para la determinacion del tamafio de repeticiones CAG de los genes
mencionados. Este estudio requiere que se incluya un procedimiento TP-PCR para descartar
casos de homoalelismo en el gen ATXN2 y ATXN7.

VIIl. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
N | ACTIVIDAD | PRODUCTO | RESPONSABLE UNIDAD ORGANICA
INICIO
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de Neurogenética
ESTUDIO GENETICO Consentimiento
Infarmada firmado
2 EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Orden de Area Clinica Servicio de Neurogenética
procedimiento p\ E!Q..Pf'a
vl
- ’.olu.‘  qiEh:
3 | TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO ” \ .“
Preliquidacion ? ; .
Solicitar la preliquidacion del pracedimiento Sello de Oficina de Preliquidacién | Contabilidad ‘e e y
Preliquidacidn -
Liquidacidn )
Liquidar el costo del procedimiento Ventanilla CAJA L. TAGLE L,
o Boleta de Pago Contabilidad
Tréamite de aprobacion del SIS Ventanilla SIS
Orden con dos 515
sellos de 515
4 REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacién Area Clinica Servicio de Neurogenética | 238 Vi
registrada en base
de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 | EXTRACCION DE ADN ADN gendmico Laboratorio de Servicio de Neurogenética
(segun procedimiento estindar del Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
6 PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con | Laboratorio de Servicio de Neurogenética
GENOTIPIFICACION concentracion 10 Neurogenética
ng/ul
7 PROTOCOLO DE GENOTIPIFICACION DEL Genotipo para los Laboratorio de. | Sérvicio de Neurogenética
MICROSATELITE CAG PARA SCA1, SCA2, SCA3, | alelos de Neurogenética - 0=t Macion: di Clenpins i
SCAB, SCA7, SCA12, SCA17 Y DRPLA microsatélites CAG el setilopk S
Descongelar todos los reactivos del kit ( ;’/ i
Imegen-SCAs. Agitar en vortex cada reactivo y 2
mantener en frio. Jefe de |
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Preparacion de mix de PCR y de TP-PCR:

En un tubo de 1.5 mL, preparar el Mix A de
PCR de SCA1, SCA2, SCA3, SCAB, SCA12, SCA17
y DRPLA, afiadiendo 60 pL del Ataxia A Master
Mix y 30 pL del General Master Mix Il por
cada una de las muestras o controles. Agitar
en vortex y dar spin. En un tubo de 1.5 ml,
preparar el Mix B de PCR y TP-PCR de SCA2 v
SCA7, afadiendo 59.2 pl del Ataxia B Master
Mix y 0.8 pL del General Master Mix IV por
cada una de las muestras o controles. Agitar
en vortex y dar spin. En una placa de 96
pocillos, dispensar 15 plL del Mix A a los
pocillos carrespondientes a las filas A, B, C, D,
E, y F de la placa. De igual manera, dispensar
15 plL del Mix B a los pocillos correspondientes
a las filas G y H para las reacciones de PCR
para SCA2 y SCA7. Una vez dispensado los
mixes para reacciones de PCR, dispensar 15 pL
del Mix B a los pocillos en los que se desee
llevar a cabo las reacciones de TP-PCR de los
SCA2 y SCA7. Anadir 5 pL de los Master-Mix
especificos, que contiene los cebadores de
PCR de cada SCA. Afadir 5 pL de los Master
Mix especificos de cada TP-PCR (TP SCA2
Master Mix y TP SCA7 Master Mix) a los
pocillos correspondientes. Afadir 5 pL de
muestras de ADN a 10 ng/uL a cada pocillo, o
S L de agua si se tratase de un control
negativo o 5 pl de control positivo.

Colocar en el termociclador y ejecutar el
programa siguiente: Denaturacidn inicial a
94°C por 5 minutos, 30 ciclos de denaturacion
a 94°C por minuto, hibridacién a 60°C por 1
minuto, extensién a 72°C por 2 minutos,
seguido por un paso de extensién final a 72°C
por 10 minutos.

Servicio de Neurogenética

NOTA: La genotipificacion par TP-PCR se realiza
cuando por PCR se detecto solo un alelo dentro del
rango normal.

Preparacion de placa de fragmentos:

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos: Preparar
una mezcla de 18 uL de Formamida 0.5 pL
N Marcador GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra a evaluarse. Dispensar 18.5 pL de la
mezcla en cada pocillo de la placa. ARadir 1 pL
del ADN obtenido en las reacciones de PCR y
TP-PCR. Denaturalizar las muestras a 98°C por
5 minutos. Guardar la placa a 4°C hasta
introduciria al analizador.

Electroforesis capilar
Una vez preparada la placa, las reacciones
deben ser sometidas a electroforesis capilar.

/ ' \ Se emplearan las condiciones recomendadas
| j { por el fabricante. Para programar las
5 condiciones de electroforesis capilar se debe
e ; / tener en cuenta que el rango de amplificacidn

N varia entre 100 a 500 pb, los marcadores
empleados estan marcados con 6-FAM y que
el patron de peso molecular esta marcado con
GeneScanTM 500 LIZ.

Analisis de resultados Tist
Resultados de PCR o

Empleando el programa Genemapper, analizar it e ¢ ey R ’}»—3 )
el tamafio de los fragmentos generados. El ! / /
resultado sera un electroferograma con picos Bag i " AT

de intensidad determinada y separados de efe def Dy Neuiro

manera proporcional al tamafio del Aadp Il BOER . By
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fragmento.

Para calcular el nimero de repeticiones de un
alelo desconocido se puede emplear la
siguiente formula:

N* de repeticiones = (Tamafo del alelo en pb -
Xpb)/3

Donde X es:

SCA1 =139

SCA2 =97

SCA3 =160

SCAG =96

SCA7 =248

SCA12=123

SCA17 =127

DRPLA = 112

Resultados de TP-FCR

Por TP-PCR se puede diferenciar alelos de gran
tamafio que por PCR no pudieron detectarse
debido a su gran tamanio. Se debe evaluar el
perfil del electroferograma generado. Ver

anexos
8 REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO Informacion Laboratorio de Servicio de Neurogenética
Registrar “Reporte de laboratoric a registrada en base Neurogenética
disposicion” en base de datos de datos y Reparte (bidlogo genetista y
“Genotipificaciones”. de genotipificacidn medico genetista)
para SCAs
FIN
IX. RECOMENDACIONES

e Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento informado
que autorice el procedimiento genético.

e Llasolicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacién médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.

G. VARGAS
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X. ANEXOS

ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PANEL DE ATAXIAS HEREDITARIAS

=)
l

Consentimiento Informado

'

Orden de procedimiento para estudio genético panel de
ataxias hereditarias

l

Tramite de orden

Caja

¢Tiene seguro 5157

Ventanilla SIS en
consultorios

1

~ Orden con 2 sellos
del SIS

| l

Boleta de pago Genotipificacion del panel de
ataxias hereditarias

ol |

Analisis de resultados

G. VARGAS

Fin: : e LA

REPORTE fefe del Lt
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

> [ CENTRO DE INVESTIGACION
2 BASICA EN NEUROGENETICA
HC:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO

¢Quép dimi es rio para realizar el estudio genético?

El ADN es la ia que se células y controka Lanio su h como la h .Enelk io de
Neurogenética del Centro de lmmauon Basica en Neurogenética (CIBN) del Instituio Nacional de Ciencias Newuldgms (INCN),
hacemos exdmenes que nos pemilen encontrar cambios en el ADN, llamados mutaciones. Somubremmeslwdsungre de

hisopado bucal u olros tejidos para obtener el ADN, segun la saolicitud del médico tratante. La serd emp Ve
para estudio genélico relacionado con su enfermedad. No nos es posible emplear su para otros exa 1es COMo
hemoglobina, glucosa, etc. |dentificar los cambios o mutaciones en el ADN puede tomar varios meses.

£ Cudles son los beneficios del estudio genédtico?

El estudio genéti itird ¢ el diagndsti premodesuedermadndypoderdmieasimabnuﬁnmaswfmas
wmhrrdiénmmnhnhmbrem olucidn, p y posibl . También le p a tomar decisk de vida con
lak iGn mas ad d

LCu#l puede ser el resultado del estudio?
El resultado puede confirmar su enfermedad. mmhoaﬁmsmwmmnmomenmmm mpadnanws

el diagndst de tados se realiza como parle de una p | donde le sobre
mentetmedadylosnasgnspmuneﬁymfmlln es por ello que no informamos resultados por teléfono. En el iempo que se le
haya indicado que d el p iento de su Ud. debe coordinar una cita para entrega de resultados ylo asesoria
genética

LCuiles son las molestias y riesgos para Ud. al realizar el estudio genético?

Las molestias que Ud. sentira en la oblencion de sangre sera algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
mstonmnlarmduﬂemlehmuplamauuenmanhqaonmlazmdep‘m En este (ltimo caso, sera aiendido por
pemmaldelamawummmotdmml Al conocer el resultado. esta inf \ podria jonari 00 y temor por Bs
Mymhsdelhwuummadﬁwmmhmiubmmﬁawyoy
onemamnnnmraulas espaciales de asesoria. Igualmente. si otras personas saben que uno tiene una enfermedad heredilaria. otros
miembvos de & famila o las personas alrededor de uno pueden discriminarnos.

DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido informado(a) aoemde!a posibilidad de realizarme un estudic gendtico y he tenido la oportunidad de hacer hs pragumas
necesarias acerca del p estoy satisfecho(a) con las explicaciones recibidas y doy voh i nie mi co
para:

1. Que se me exiraiga una mueslira para estudio genético de:
Genotipificacién del gen:
2. Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

= Nombre completo:
Dni

Firma:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsable del solicitante, doy consentimiento para el estudio genético.

:. sy Nombre completo:
/

Firma:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO
Nombre completo:

DNE:

Fecha y hora.

Fima:

Ceks m ammgnn s S —
i Saas e e e T
£ae m s sz
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ANEXO 3
INTERPRETACION DE RESULTADOS DE ELECTROFEROGRAMA DE TP-PCR

TP-PCR PARA SCA2
i pr. | (s w i1 2%
o o
:; l " o
toro ! Alelo expandido sum
OX _Jm
“x |i | I 18000
it | ) 12000
o I J Il i ,‘ — "T e . #00
133.:.7 v/ " A '-_J. AAASVL L ﬂ\. (S '\..*..f_—-_zm._,‘-_._.“_--_ﬂ_'_q_ﬁ—___::m
ph ) i i = B 20
Alelo no expandido procedente del control paositivo n
| |
N l [ .
i I s
4. Tr. e | 90
JUV JUUL _ =
TP-PCR PARA SCA7
A w 2 b ) 20 a0 b
L] ey
am :?IJW
o Alelo expandido pone
. 1 =
»r — il fﬁ s Feoae
" LT YT E— e -
ot - [ S SN U »
i . =
0 Alelo no expandido procedente del control positivo ot
x J’ R o fwaw
~. % 1 ,.]i§!|l I e — SR :
3 THE g & e
= T :

L

G. VARGAS
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ANEXO 4

FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE PANEL DE ATAXIAS
HEREDITARIAS

NrogenaTied O]

LABORATORIO DEL. CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA- INCN
PANEL DE ATAXIAS HEREDITARIAS

Nombres y Apellidos:

Fecha de nacimiento Cédigo de la muestra:

Sexo: Método de obtencion:

Status clinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencién:

Estado de la muestra: Fecha de emision de resultado:

Padente es enviado para estudio molecular por diagnéstico dinico de ataxia espinocerebelosa.
RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 1 (SCA1)
RESULTADO MOLECULAR

Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.,
Alelo 2: repeticiones CAG.

INTERPRETACION
El diagndstico molecular de |la ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCAl) se define por el ndmero de
repeticiones CAG del alelo mas largo:
Alelos normales: hasta 38 repeticiones CAG. Asimismo, alelos con 39 a 44 repeticiones con
presenda de interrupciones CAT,
Alelos con penetrancia completa, patolégico: A partir de 39 a 44 repeticiones CAG sin
interrupciones CAT o alelos con 45 a mas repeticiones CAG sin interrupciones.

PROCEDIMIENTO:

El estudio molecular para genotipificacidén del nimero de repetidones CAG del gen A7XNV! consiste en la
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonudedtidos marcados con fluorescencia, determinacion
del nimero de repeticiones CAG por electroforesis capilar con marcador de peso molecular, Utilizando e
kit Imegen®SCAs.

La precisidon de la determinacién de nimero de repeticiones es de + 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES
« El resultado excuye/confirma el diagnostico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 1.
e Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
e Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta espedalizada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 (SCA2)

RESULTADO MOLECULAR
Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

7 Alelo 1: repeticiones CAG.
. Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagndstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipp 2 (SCA2) se define por el nimero de
repetidones CAG del alelo mas largo en el gen ATANZ:

Alelos normales: hasta 31 repeticiones CAG.

Alelos indertos: rango de 32 a 34 repeticdones CAG.

Centro de Investigadon Basica en Neurogenstica Ir. Ancash NO unun qu
Lnstituto Nacional de Ciendas Nelroldgicas rmamaq L83 7709,
www incngen org. pe
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Alelos de penetrandcia completa, patolégicos: A partir de 35 o mas repeticiones CAG.

PROCEDIMIENTO:

El estudio molecular para genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATXN2 consiste en
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonuclectides marcados con fluorescencia, determinacion
del nimero de repeticiones CAG por electroforesis capilar con marcador de peso molecular. Utilizando el
kit Imegen®SCAs,

La precision de la determinacién de nimerc de repeticiones es de + 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patoldgico deben de ser tratados con especial cuidada.

CONCLUSIONES
« El resultado excluye/confirma el diagnostico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.
o Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
« Todo diagnédstico genético debe ser entregado en una consulta especialzada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 3 (SCA3)
RESULTADO MOLECULAR

Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagnostico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 3 (SCA3) se define por el nimero de
repeticiones CAG del alelo mas largo en el gen ATYNG:

Alelos normales: hasta 44 repeticiones CAG.

Alelos penetrancia intermedia: rango de 45 a 59 repeticiones CAG.

Alelos de penetrancia completa, patolégico: A partir de 60 o mas repeticiones CAG,

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATANT consiste en
amplificacién por PCR en tiempo final usando oligonudedtidos marcados con fluorescencia, determinacion
del nimero de repeticiones CAG por electroforesis capilar con marcador de peso molecular. Utilizando el
kit Imegen®5CAs.

La precision de la determinacion de nimero de repeticiones es de = 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES:
« El resultado excluye/confirma el diagnéstico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 3.
« Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
« Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta especializada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capaditado.

RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 6 (SCA6)
RESULTADO MOLECULAR

Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
Centro de Investigacion Basica en Neurogenética ¥. Ancash N® 1271 Lima, Perts
Instituto Naclonal de Clendas Neurolagicas Teléfono directo: +51 1411 7779
wwaw. Incngen.org.pe Corren slectrénic: informes@inmoen. org.pe
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INTERPRETACION
El diagnostico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCA6) se define por el nimero de
repetidones CAG del alelo mas largo en el gen CACNAL4:

Alelos normales: hasta 18 repeticiones CAG.

Alelos penetrancia intermedia: 19 repeticiones CAG.

Alelos de penetranda completa: A partir de 20 o mas repeticiones CAG.

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genctipificacion del niimero de repeticiones CAG del gen CACNAIA consiste en
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonudedtidos marcados con fluorescencia, determinacion
del nimero de repeticiones CAG por electroforesis capilar con marcador de peso molecular. Utilizando el
kit Imegen®SCAs.

La precision de la determinacién de nimero de repetidones es de = 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES:
+ El resultado excluye/confirma el diagndstico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 6.
« Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
» Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta especializada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 7 (SCA7)
RESULTADO MOLECULAR

Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) se define por el nimero de
repeticones CAG del alelo mas largo en el gen ATXNZ

Alelos normales: hasta 19 repeticiones CAG.

Alelos inciertos: rango de 28 a 33 repetidones CAG.

Alelos de penetrandia intermedia: rango de 34 a 35 repeticiones CAG.

Alelos de penetrancia completa: A partir de 36 a mas repetidones CAG.

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genotipificacién del nimero de repeticiones CAG del gen ATAW7 consiste en
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonudedtidos marcados con fluorescencia, determinacién
del nimero de repetidones CAG por electroforesis capilar con marcador de peso molecular.
Determinacion de homoalelismo por discriminacién de la ausencia/presencia del alelo expandido por TP-
PCR para el gen ATAN?. Utilizando el kit Imegen®SCAs.

La precision de la determinadén de nimero de repeticiones es de + 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patologico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES:
« El resultado excluye/confirma el diagnostico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 7.
+ Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos clinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
+ Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta especializada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

Centro de 1 igacdn Basica en N ética ; j
Uog J. Ancash N2 1271 Lima, Per(s
Instiuto Nacional de Clendas Neuroldglcas Teléfono directo; +51 1411 7779
Cormen sectrénico: informes@inmgen.org.pe
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RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 12 (SCA12)

RESULTADO MOLECULAR
Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagnostico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 12 (SCA12) se define por el nimero de
repeticiones CAG del alelo mas largo en el gen PPPZR2B.

Alelos normales: hasta 32 repeticiones CAG.

Alelos inderto: rango de 40 a 45 repeticiones CAG.

Alelos de penetrancia completa: A partir de 51 o mas repeticicnes CAG,

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genctipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen PPP2R2E consiste en
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonudeotidos marcados con fluorescencia, determinacion
del niimero de repeticiones CAG por eectroforesis capilar con marcador de peso molecular. Utiizando el
kit Imegen®SCAs.

La precision de la determinacion de nimero de repeticiones es de + 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patologico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES:
s El resultado excluye/confirma el diagndstico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 12.
e Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos clinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
s Todo diagnostico genético debe ser entregado en una consulta espedalzada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 17 (SCA17)
RESULTADO MOLECULAR

Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCA17) se define por el nimero de
repeticones CAG del alelo mas largo en el gen 782

Alelos normales: hasta 40 repeticiones CAG.

Alelos de penetranda intermedia: rango de 41 a 48 repeticiones CAG.

Alelos de penetrandia completa: A partir de 49 0 mas repeticiones CAG.

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genotipificadon del nimero de repetidones CAG del gen 75P consiste en
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonudestidos marcados con fluorescencia, determinacion
del niimero de repeticiones CAG por dectroforesis capilar con marcador de peso molecular. Utilizando e
kit Imegen®SCAs.

La precisién de la determinacidén de nimero de repeticiones es de = 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES:
« E! resultado excluye/confirma el diagndstico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 17.

Cantro de Investigacdion Bésica en Neugenética Ir. Ancash N° 1271 Lima, Perd
Instihuto Naclonal de Clendas Neuroldgicas Teléfono directo: +51 1 411 7779
wiww . Incngen.org.pe Corres h it nopen. org.pe
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« Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos clinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.

= Todo diagnostico genético debe ser entregado en una consulta especializada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.

RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATROFIA DENTATO-RUBRO-PALIDO-LUISIANA
(DRPLA)

RESULTADO MOLECULAR
Presencia de alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones CAG.
Alelo 2: repeticiones CAG.
INTERPRETACION

El diagnéstico molecular de Atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA) se define por e nimero de
repeticiones CAG del alelo mas largo en el gen ATV

Alelos normales: hasta 35 repeticiones CAG.

Alelos indiertos: rango de 36 a 47 repeticiones CAG.

Alelos de penetrancia completa: A partir de 48 o mas repeticiones CAG.

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATAV! consiste en
amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonuclestidos marcados con fluorescencia, determinacion
del nimero de repeticiones CAG por electroforesis capilar con marcador de peso molecular. Utilizando el
kit Imegen®SCAs.

La precision de la determinacidn de nimero de repetidones es de = 1, los valores obtenidos cerca del
limite establedido como patolégico deben de ser tratados con especial cuidado.

CONCLUSIONES:
* El resultado excluye/confirma el diagnéstico de Atrofia Dentato-Rubro-Palido-Luisiana.
« Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
» Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta espedalizada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capadtado.

Centro de Investigacion Baska en Neumgendtica Ir. Ancash N° 1271 Lima, Perdi
Instituto Nacional de Clendas Neurologicas Teléfono directn: +51 1 411 7779
www.inngen.org.pe Comea dectrdnico: nformes@inangen. org.pe
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6 - PRUEBA GENETICA PARA DISTONIA TIPO DYT1

FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de |a Distonia tipo DYT1, a través de una guia técnica para la
genotipificacion del gen TORSINA1A, sustentada en la evidencia cientifica vigente para este
procedimiento.

OBIJETIVO

Establecer el procedimiento de la prueba genética para la mutacion 904-906delGAG/907-
909delGAG del gen TORSINAIA, prueba diagnostica para la Distonia DYT1

AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR )
CPT: 81418 - PRUEBA GENETICA PARA DISTONIA TIPO DYT1

CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS
e RFLP: Polimorfismos de los fragmentos de restriccién
e Distonia primaria DYT1: enfermedad neurodegenerativa causada por una delecién
de nucleétidos GAG en la posicion 904-906 del gen TORSIN1A.
e Gen TORSIN1A gen ubicado en la region autosomica 9q34.11.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

e PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, procedimiento mediante el cual se
amplifica (obtienen muchas copias) de ADN

e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el bloque de
construccion del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

e ADN: &cido Desoxirribonucleico, contiene la informacion de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminodcidos que generaran
proteinas para el funcionamiento de un organismo.

e Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencién de participar en una prueba
genética.

REQUERIMIENTOS BASICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS
» 01 bi6logo genetista o con entrenamiento en biologia molecular._

e (1 técnico de laboratorio.

e (01 médico neurdlogo.
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6.2. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares
o dNTPsmix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u)
o Agua ultrapura libre de nucleasa
o DYT1-F: 5-CAGTCCCGAGGCTATGAAATTG-3
(o]
O

DYT1-R: 5'-ATGGAAGGACTGAGTGTTG-3'
Platinum® Tag DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgCl2 50 mM.

o Marcador de peso molecular de 10 pb (Invitrogen)

o Enzima de restriccion BseR| (10U/ul)

6.2.2. Reactivos quimicos

o Acrilamida
Bisacrilamida
Nitrato de Plata
TEMED
Persulfato de amonio

Tris base

Acido bérico
EDTAO.5M pH 8
Acido Clorhidrico
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Etanol absoluto
Acido acético
Hidroéxido de sodio
Formaldehido 37%

P

0 0O OO0 0O O 0 OC 0 0O 0o o0 0 O0

6.2.3. Material de plastico L. TAGLE L,
o Micropipetas 10 pL, 20 pL, 100 pL

Tips con filtro 10 pL, 20 uL, 100 pl,

Tubos de PCR 0.2 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mL

Pisetas

Estacion congelada para PCR
Placa de siembra

o 0 0 0o 0 o ©o

Soporte para micropipetas

6.2.4. Material de vidrio TRl et
o Matraz aforado de 1000 mL gt s i (/
o Probetas de 250 mLy 1000 mL Jefe del Tpte. de Neiwy,
o Vasos de precipitado de 50mL
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o Pipetasde 2mLy 10 mL.
o Propipetas
o Frascos para soluciones

6.2.5. Otros materiales
Papel lente para laboratorio
Papel aluminio

Lejia

Papel toalla

Parafilm

Mascarilla descartable

Guantes de nitrilo descartables

Mandil descartable

Gorro descartable

Botas descartables

Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno

O @ ¢ © OO0 O O o o

de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Toner para impresora.

6.2.6. Equipos
o Termociclador SimpleAmp
Espectrofotdmetro Epoch (Biotek)
Cabina de PCR (ESCO®)
Camara de electroforesis vertical profesional (Cleaver)
Incubadora
Fotodocumentador
Fuente poder (Biorad)
Balanza analitica (Shimadzu)
Agitador magnético (Velp)
Congeladora a -8°C/-200C (Frigidaire)
Picocentrifuga
Vortex
Cronémetro
Computadoras de escritorio
Impresora
| Sistema de alimentacion eléctrica ininterrumpida
/ / Estabilizador

O 000 0 0 0 L o0 o0 0 L o oo 0 o0

6.2.7. Software
o Plate manager (Applied Biosystems)
o GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
o Gen5TM version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS S S
4
« Servicios de agua Bk Rivos Bre f/

G. VARGAS » Servicio de luz
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» Uso del laboratorio especializado

VIl. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
Ninguna.
VIll. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
N ACTIVIDAD [ probucto ] RESPONSABLE | uNIDAD ORGANICA
INICIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de
ESTUDIO GENETICO Consentimiento Neurogenética
Informado firmado
EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Orden de Area Clinica Servicio de
procedimiento Neurogenética
TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliquidacion
Solicitar la preliquidacién del procedimiento Sello de Oficina de Preliquidacion Contabilidad
Preliquidacion
Liguidacidn
Liguidar el costo del procedimiento Ventanilla CAJA
0 Boleta de Pago Contabilidad
Tramite de aprabacion del SIS Ventanilla 515
Orden con dos SIS
sellos de SIS
4 | REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacion Area Clinica Servicio de
registrada en base Neurogenética
de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 | EXTRACCION DE ADN ADN gendmico Laboratorio de Servicio de
(segln procedimiento estdndar del Laboratorio Neurogenética Neurogenética
de Neurogenética)
6 | PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con | Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION concentracidn 10 Neurogenética MNeurogenética
ngful
7 | GENOTIPIFICACION DEL GEN TOR1A POR PCR- Genotipo para los Laboratorio de Servicio de
RFLP alelos del gen DYT1 Neurogenética Neurogenética

Amplificacion por PCR
Preparar la siguiente mezcla de reaccién para 1
muestra. Volumen de reaccion: 10 ul agregar:

1 ul de Buffer de PCR para enzima tag
platinum 10X,0,5 uL de mix dNTPs 2,5mM,
0,5 ul de MgCl: 50mM, 0,2ul de Cebadar
DYT1- 10uM, 0,2ul de Cebador DYT2-
10uM, 0,1 uL Enzima taq platinum 5SU/ul,
1 uL de ADN 10 ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 2 minutos de denaturacion
inicial a 94°C, 29 ciclos de denaturacion a 94°C
por 30 seg., hibridacién a 60°C por 30 seg. y
extensian a 72°C por 30 seg.; seguido por un
paso de extension final a 72°C por 10 min.

Corte con Enzima BseR!

Buffer10X 1ul, Enzima BseRI 5U/ul, 0,16 ul,
Agua ddd 2,84 ul

Incubar a 37°C x 2 horas
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Visualizacidn de productos de amplificacion:
Preparar un gel de poliacrilamida al 8% no
denaturante para la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocillo
2ul de producto de PCR con 2ul de buffer de
siembra. Ademas, se debe colocar un 0.7 uL
marcador de peso molecular de 10pb con 2ul
de buffer de siembra. Administrar un voltaje
de 150 V por 1 hora. Realizar la tincién del gel
con el protocolo de tincion argéntica,

Andlisis del alelo polimérfica

Presencia de un fragmento con una delecién
de 3 pares de base, lo que se evidencia con la
presencia de al menos 3 bandas en el rango de
50 a pb-150pb.

REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO
Registrar “Reporte de faboratorio a disposicion”
en base de datos “Genotipificaciones”.

Informacién
registrada en base
de datos y Reporte
de genotipificacion
para DYT1

Laboratorio de
Neurogenética
(bidlogo genetista y
medico genetista)

Servicio de
Neurogenética

FIN

IX.

RECOMENDACIONES

« Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento informado
que autorice el procedimiento genético.
« Lasolicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacién médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.
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X. ANEXOS

ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA DISTONIA DYT1

L INICIO J
Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio genético de Distonia
tipo DYT1

l

Tramite de orden

Caja

éTiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en

consultorios

Orden con 2 sellos
del SIS

l

¥
Boleta de pago ‘ Genotipificacion del gen

TORSINAIA

_.\];._.

Anidlisis de resultados

G. VARGAS

Fin: C}
REPORTE Siia Kivas Mrael
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

- CENTRO DE INVESTIGACION
i BASICA EN NEUROGENETICA
HC:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO

LQuép dimiento es io para realizar el estudio gendtico?

El ADN es la sustancia que se nira en élulas y conlrola tanto su funcionami como la h ia. En el lab io de
Neurogenética del Centro de Investigacion Basica en Numgenelk: tCIBNJdei In-suu!n jonal de Clendas N dogicas (INCN),
hacemas examenes que Nos it ar ( ios en el ADN, | Se requiere una de sangre, de
hisopado bucal u olros tejidos para obtener el ADN, segin ia solicitud del médi e La serd emplead ush e
para estudio genético relacionado con su enfermedad. Na nos es posibll stra para otros exa comao

hemoglobina. glucosa, elc. Idm!h:arloscambumomuhmsmdhﬂﬂwadelumarms meses,
(Cudles son los beneficios del estudio genético?

El d ébico nos permitird el diagndstico preciso de su enfermedad y poder darde asi una atencidn mas especifica; asi
mmhﬁeﬂmmhmmemmmﬁmmnmymmmmbT bién le permitira tomar decisi de vida con
— la info et e

£2Cuél puede ser el resultado del estudio?

El muﬂadomedewﬂmrsumm\edw descanaria o algunas veces ser inciero o poco claro; en este Ultimo caso, no podriamos
precisar el d . .La de had snmlumnoparledeunacmsdtamecnnlciundele&mhbmda\mm
suonfarmdndylosﬂesgospmuuedyufmnn es por ello que no itados por lekiono. En el liempo que so le
haya i do que d el pr o de su tra, Ud. debe una cita para entrega de resultados y/o asesoria
genética.

.LCuuumlumn&nﬂuymmpnlu.d lizar el estudio genético?

Las fas que Ud. s en la ob ibn de sangre serd alge de dolor por el pinchazo de |2 aguja y rara vez podria presentar un
momldnenala:eadmﬁeseleWuhlaamubmmanbmonenh:medeﬁndm En este ditimo caso, sera atendido por
penmnldelamﬂhdmsmcm dicional. Al al ltado, esta informaciin podria ocasionare preocupacion y temoar por las
WCias per liares, laborales y sociles de llevar una enfermedad hereditaria, para lo cual se le brindara apoyo y
in en ] i de asesoria. lgualmente, si d.raspﬁsonas saben que uno tiene una enfermedad hereditaria, otros
marnumdehfamuholasomas irededor de uno pued: nOS.

DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido infe do(a) de la ibllidad de realizarme mashdhgenéhmyheumdolauponmuadmhmrhsmuntas
necesarias acerca del pr dirmi estoy satisfecho(a) con las exp ones y doy te mi consentimiento
para:

1. Que se me extraiga una muestra para estudio genético de:
Genotipificacion del gen:
2. Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

N Nombre completo:

Firma:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsable del soligtante, doy consentimiento para el estudio genético.

7 Nombre complelo:
f DN

Fima:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

Fecha y hora
Fima:
Lk e m e s S T S e o e I L St P
B L L Tkt aan At .
— S
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ANEXO 3
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE DISTONIA TIPO DYT1

’ (—_’-’ /A\f}'\ . 6 r
Newrégenélican ¥ |

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA
PRUEBA GENETICA PARA DISTONIA PRIMARIA DYT1 N- -DYT1-

Nombres y Apellidos:

Fecha de nacimiento Codigo de la muestra:

Sexo: Método de obtencion:

Status dinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencion:

Estado de la muestra: Fecha de emision de resultado:

Padente es enviado para estudio molecular por diagnéstico clinico de distonia tipo DYT1.
RESULTADO MOLECULAR

NO/DETECTA la variante patogénica "904_906delGAG/907_ 909delGAG” en el gen TORIA, debido a
que se evidencia fragmentos en el rango de 50pb a 150pb

INTERPRETACION

La presenda de la variante patogénica “904_906delGAG/907_ 909delGAG” en al menos uno de los alelos
esta asodada a la Distonia Primaria DYT1 hasta en el 30% de los portadores de esta mutacidn y por la
técnica utilizada la interpretacion es la siguiente:

Genotipo normal: se evidencia dos fragmentos en el rango de 50pb a 150pb.
Genotipo con la variante patogénica “904_906delGAG/907_ 909delGAG™ se evidencia la
presencia de >3 fragmentos en el rango de 50pb a 150pb.

PROCEDIMIENTO

El estudio molecular para genotipificacion de la variante patogénica "904_906delGAG/907_ 909delGAG”
en gen TORIA consiste en amplificacién por PCR en tiempo final, seguido de analisis de fragmentos de
longitud polimérfica (RFLP) en gel de poliacrilamida e interpretacién del niimero de fragmentos.

CONCLUSIONES

« El resultado exduye/confirma el diagndstico de Distonia Primaria DYTL.

« Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos dinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.

« Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta especialzada de
asesoramiento genélico a cargo de un profesional capaditado.

Fecha de entrega de reporte a paciente:

G. VARGAS
Certro de Investigaddn Basica en Neurogenética Jr. Ancash N© 1271 Lima, Perds i
Instituto Nacional de Clendas Neuroldgicas T*fungm-§51|.1u Feri] I
www.Incngen.org.pe Carreo dectrénian: informes@incngen, org.pe |
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ANEXO 4
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA PRUEBA GENETICA DE DISTONIA TIPO DYT1

Poliacrilamida 21%
Acrilamida 20 g
Bisacrilamida ig
Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.
TBE 10X
Tris base 54 mL
Acido Bérico 27,5 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL
Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.
TBE 1X
TBE 10x 100 mL
Agua tridestilada 900 mL
Poliacrilamida 8% (V=18 mL)
Poliacrilamida 21% 6.9 mL
TBE 10x 1.8 mL %‘:‘V
Agua tridestilada 9.3 mL : [} '_B
i APS 10% 150 uL %&' P
TEMED 15 uL L T;GLE L
Ladder de 10pb
Ladder de 10pb 2 uL
Agua tridestilada 8 uL
Mix de dNTPs 10mM (2.5mM c/u)
Adenina — A (100 mM) 2.5uL
Timina — T (100 mM) 2.5uL
Guanina — G (100 mM) st | 2 ‘_ Cincias . gich
Gitosina — C (100 mM) 25uL 7 L

G. VARGAS

|
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Agua ultrapura 90 uL

Soluciones de Tincion argéntica

Solucion A: Prepare 450 mL de solucién A agregando 30 mL de alcohol etilico de 962 y 1 mL de
acido acético y afore a 450 mL con agua tridestilada.

Solucién B: Prepare 150 mL de solucién B disolviendo 0.3g de nitrato de plata en 150 mL de agua
tridestilada.

Solucion C: Prepare 450 mL de solucidn C disolviendo 3g de hidroxido de sodio y 1 mL de
formaldehido al 37% y afore a 450 mL con agua tridestilada.

G. VARGAS

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS 86
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7 - PRUEBA GENETICA PARA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE POR
MLPA

Servicio de Neurogenética

I. FINALIDAD
Apoyar el diagndstico molecular de las Distrofinopatias (Distrofia Muscular de Duchenne,
Distrofia muscular de Becker y la Cardiomiopatia dilatada), a través de una guia técnica para
para estudio del gen DMD por técnica de MLPA, sustentada en la evidencia cientifica vigente
para este procedimiento.

II. OBIJETIVO
Normar el procedimiento de analisis de la variacion del niumero de copias del gen DMD a través
de la técnica de Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).

AMBITO DE APLICACION
Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias

Neurolodgicas.

- JV. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO
; 5;;. CPT: 81479 - PRUEBA GENETICA PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TECNICA DE MLPA
a3
oL GTV. CONSIDERACIONES GENERALES
:ZZ i4g.  5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS
g_’-'-? 5:‘ e Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
zq 0§ sujeto ha expresado voluntariamente su intencién de participar en una pruebgZSese
P genética /
“ZGoMo, 52 CONCEPTOS BASICOS

e MLPA: método basado en reaccidbn en cadena de la polimerasa (PCR) de, ==
cuantificacion relativa del nimero de copias normales y anormales del ADN. Tiene
aplicacién tanto en investigacién como en diagnéstico.

« Distrofinopatias: cubren un espectro de enfermedades musculares ligadas al X que
van desde leves a severas y que incluyen la distrofia muscular de Duchenne, la
distrofia muscular de Becker y la cardiomiopatia dilatada asociada a DMD.

A « Distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno ligado al cromosoma X que

)ﬁ) afecta aproximadamente a 1 de cada 6000 nacidos vivo y tiene una prevalencia

basada de 3.52-12.57 por 100.000. Se caracteriza por debilidad muscular
rapidamente progresiva, cuya edad media de diagnostico es a los 4 afios, comienzan
a usar silla de ruedas aproximadamente a los 12 afios, y fallecen alrededor de los 20
afios de edad por insuficiencia respiratoria o cardiaca.

e Distrofia muscular de Becker (BMD) se caracteriza por una debilidad muscular
esquelética de inicio tardio. A pesar de la afectacion del musculo esquelético mas
leve, la insuficiencia cardiaca por Cardiomiopatia dilatada es una causa comun de
morbilidad y la causa mas comun de muerte en la DMB. La edad media de la muerte
es a mediados de los afos 40.

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS
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e Cardiomiopatia dilatada asociada a DMD (DCM) se caracteriza por dilatacion del
ventriculo izquierdo e insuficiencia cardiaca congestiva. Las mujeres heterocigotas
para una variante patégena de DMD tienen un mayor riesgo de DCM.

e Gen DMD. gen ubicado en la region de cromosoma X, Xp21.2. Variantes patogénicas
en este gen estan asociadas a Distrofia Muscular de Duchenne, Distrofia muscular de
Becker y la Cardiomiopatia dilatada

e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucion de acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas.

e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el bloque de
construccién del ADN y/o ARN, una de sus partes es una hase nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

e ADN: Acido Desoxirribonucleico, contiene la informacion de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminodcidos que generaran
proteinas para el funcionamiento de un organismo.

Servicio de Neurogenética

REQUERIMIENTOS BASICOS
6.1. RECURSOS HUMANOS
¢ 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular

e (1 técnico de laboratorio
e 01 médico genetista

6.2. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares
SALSA MLPA P034 DMD mix 1 probemix (MRC Holland)
SALSA MLPA P035 DMD mix 2 probemix (MRC Holland)
SALSA MLPA EK1 reagent kit (MRC Holland)
Agua ultrapura libre de nucleasa
GeneScan LIZ 500 dye Size Standard
Hi-Di Formamide
SeqgStudio Genetic Analyzer Cartridge
SeqStudio™ Cathode Buffer Container
SeqgStudio Integrated Capillary Protector

O C 0 0 © 0 O O O

6.2.2. Reactivos quimicos
| o Agarosa
,' : o Tris
Acido Bérico
EDTA 0.5M pH 8.0
Safe-Green™ (ABM)
Agua tridestilada

O O ©

6.2.3. Material de pléastico T e e Thent '
o Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 pl, 200 ply 1000 pL (Q
o Tubos de PCR 0.2 Ml ' - -
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MicroampTM 8-Tube Strip, 0.2mL

MicroampTM 8-Cap Strip

Tubos de centrifuga 2 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mL

Gradillas para tubos de 2 mL

Pisetas

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer
MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set

Estacidn congelada para PCR

Placa de cultivo de 96 pocillos

Soporte para micropipetas

Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

o 0O 00 0o 00 0 0O o0 0 0 o0

6.2.4. Material de vidrio

o Matraz aforado de 500 mL
Probeta de 1000 mL
Erlenmeyer 250mL
Vasos de precipitados de 50 mL
Pipeta de vidrio 10 mL
Pipeta de vidrio de 5 mL.
Propipetas

O 0 C 0 O € C

Baguetas

6.2.5. Otros materiales
o Micropipetas 10 pL, 20 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pl y 1000 pL.
Papel lente para laboratorio
Papel aluminio
Lejia
Papel toalla
Parafilm
Mascarilla descartable
Guantes de nitrilo descartables
Mandil descartable
Gorro descartable
Botas descartables
Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno
de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora,
archivador, sello, tintero para huella digital.
o DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

o 0O 0O O 0 0O O OC OO0 O0

6.2.6. Equipos Coperiamcrito de ey, _
o Termociclador Proflex (Applied Biosystems) _ B . L//.}
o Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems). - ©
o Espectrofotémetro Epoch (Biotek) :
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o Sistema de documentacion de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
o Cabina de PCR (ESCO®)
o Camara de electroforesis horizontal profesional (Cleaver)
o Fuente poder (Cleaver)
o Balanza analitica (Shimadzu)
o Agitador magnético (Velp)
o Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)
o Refrigeradores a 42C (Miray)
o Congeladora a -20°C (Miray)
o Microondas
o Picocentrifuga
o Vértex
o Cronémetro
o Computadoras de escritorio
o Impresora
o Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida
o Estabilizador
6.2.7. Software

o Plate manager (Applied Biosystems)
o Coffalyzer (MRC Holland)
o Gen5TM version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS
+ Servicios de agua
e Servicio de luz
* Servicio de internet
* Aire acondicionado
* Uso del laboratorio especializado

VIl. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS .
Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,”™
imprescindible para |la determinacién del nimero variable de copias (CVN) del gen DMD.

/ ' VIIl. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCEDIMIENTO

N ACTIVIDAD [ PRODUCTO [ RESPONSABLE | uNIDAD ORGANICA
INICIO
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de
ESTUDIO GENETICO Consentimiento Neurogenética
Informado firmado
2 EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Orden de Area Clinica Servicio de
procedimiento Neurogenética

3 TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliguidacién
Solicitar la preliguidacion del procedimiento Sello de Preliguidacion | Oficina de Preliquidacion Contabilldald

Liquidacion Capeegime e de lOg
Liquidar el costo del procedimiento Boleta de Pago Ventanilla CAJA Contabilidad O/ g
o ‘ :

G. VARGAS Tradmite de aprobacién del 515 Orden con dos sellos Ventanilla 515 el - S =t
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de SIS
4 REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacion registrada | Area Clinica Servicio de
en base de datos Neurogenética
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 EXTRACCION DE ADN ADN gendmico Laboratorio de Servicio de
(segiin procedimiento estindar del Neurogenética Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
6 PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION concentracion 10 -20 Neurogenética Neurogenética
ng/ul
7 PROTOCOLO DE GENOTIPIFICACION DEL GEN Aﬁféﬁsis del numero | Laboratorio de | Servicio de
DMD variable de copias | Neurogenética Neurogenética
(CNV) gen DMD
Denaturacion de ADN

Etiquetar strips de 0.2 mL y agregar 5 ul de
ADN (10-20ng/uL). Colocar en el termocicladar
y ejecutar el programa siguiente: Denaturacion
inicial a 98°C por 5 minutos, mantener a 25°C,

Reaccion de hibridizacién

Preparar el master mix para la reaccion de
hibridizacién (para cada reaccién): 1.5 ul de
Buffer MLPA + 1.5 uL del mix de pruebas.
Homogenizar usando vortex. Agregar 3ul del
master mix de hibridizacidn a cada reaccion.
Homogenizar por pipeteo. Continuar con el
siguiente programa: Reaccion de Hibridizacion
a95°C por 1 minuto y 60°C por 16-20 horas.

Reaccidn de Ligamiento

Preparar el master mix de Ligasa: Para cada
reaccion, 25ul de agua ultrapura, 3ul de Buffer
A de Ligasa, 3ul de Buffer B de Ligasa y lul de
Enzima Ligasa-65. Homogenizar por pipeteo.
Colocar las muestras a 54°C y agregar 32ul del
master mix Ligasa a cada reaccion vy
homogenizar por pipeteo. Continuar con el
siguiente programa: 54°C por 15 minutos, 98°C
por 5 minutos y mantener a 20°C.

Reaccidn de PCR

Preparar el master mix de polimerasa. Agregar
7.5ul de agua ultrapura, 2ul de cebadores
SALSA y 05ulL de polimerasa SALSA. A
temperatura ambiente, agregar 10ul de
master mix de polimerasa a cada reaccion.
Mezclar por pipeteo. Continuar con el
programa: 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos y 72°C por 60 segundos;
72°C por 20 minutos y mantener a 15°C.

Preparacién de placa de fragmentos

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos: Preparar
una mezcla de 12 pL de Formamida 0.8 pL
Marcador GeneScan™ 500 LIZ, por cada
muestra a evaluarse. Dispensar 12 plL de la
mezcla en cada pocillo de la placa. ARadir 0.8
L del ADN. Denaturalizar las muestras a 98°C
por 5 minutos, Guardar la placa a 4°C hasta
introducirla al analizador.

Electroforesis capilar

Una vez preparada la placa, las reacciones
deben ser sometidas a electroforesis capilar. Se - s
emplearan las condiciones recomendadas por Instit-to Naciog J: Clgg

el fabricante. Derpe il
Para programar las condiciones de !/7
electroforesis capilar se debe tener en cuenta seeee ; : : \_ J

que el rango de amplificacion varia entre 100 a i
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500 pb, los marcadores empleados estdn
marcados con 6-FAM y que el patron de peso
molecular estd marcado con GeneScan™ S00
Lz

Servicio de Neurogenética

Andlisis de resultados
Empleando el programa Coffanalyzer, analizar
el DQ (cantidad de dosis) de los fragmentos
generados (anexo 3).

9 REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO Informacion registrada | Laboratorio de | Servicio de
Registrar  “Reporte de laboratorio a | en base de datos y | Neurogenética Neurogenética
disposicién” en base de datos | Reporte de
“Genotipificaciones”. genotipificacion  para

gen DMD
FIN

IX. RECOMENDACIONES
* Todo estudio genético debe ser realizado previo consentimiento informado que autorice
el procedimiento genético.
« La solicitud de |a prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pretest, test y postest.
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ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TECNICA DE MLPA

(=) |
1

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio de gen DMD por
técnica de MLPA

l

Tramite de orden

Caja

¢Tiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en
consultorios

1

—_ Orden con 2 sellos
del SIS

, l

Boleta de pago Genatipificacion del gen DMD por
técnica de MLPA

) 1

Analisis de resultados

. T htirg A i (7/
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

=M CENTRO DE INVESTIGACION
BASICA EN NEUROGENETICA
HC:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO

£Qué procedimiento es necesario para realizar el estudio genético?

El ADN es la sustancia que se encuentra en la tanto su func iento coma la h ia Enell iode
Neumgené(h:addl:‘,mlmumagm Baﬂca en Neumoenﬂull‘.‘:lam del Institulo Nacional de Ciencias Neumloycas (INCN),
hacemos exdmenes que nos pemit bios en el ADN, lamados mutaciones. Se requiere una muestra de sangre, de
hisopado bucal u otros lejidos para ob!enered ADN, segin la solicitud del nﬂd‘mtmmme La muestra sera empleada exclusivamenie
para estudio genético relacionado con su enfermedad. No nos es posibl stra para olros exa cOmo
hemoglobina, glucosa, etc. Idmafmhscmﬁnsnmummsmdmmdemmsm

L Cudles son los & ficios del dio genético?

El estudio genético nos permitird conocer el diagnastico pmcsodamedemulad y poder dare asi una alencon mas especilica; asi
como también una orentacidn sobre su evolucion, prondstico y p ¥ También le permitird lomar decisiones de vida con
la mformacion mas adecuada.

LCudl puede ser el resultado del estudio?

El resultado puede confi su enfermedad, d la o alg mwmamomm enasteu:dlmcam no podriamos

tsar el diagnd La g deras.uladmsemimcmpaﬂedema It P r.lnnclele__ i ion sobre
meMybsmmeMywhnﬂn s por ello que no ek En el liempo que se le
haya i do que @l proc iento de su tra, Ud. debemnjlmrunndtapamer\tragadamsdtamyhamnrh
genélica.

<Cudles son las molestias y riesgos para Ud. al realizar el estudio gendtico?

Las molestias que Ud. sentird en ta obtencién de sangre serd algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
moreton en el drea donde se le introdujo fa aguja o bien una infeccion en hzmnﬁepmdm. En este uitimo caso, saaaundndopor

pemlﬁlamlmenonsmomm Al conocer el itado, esta i ian podria o ionart pacidn y temar por s
I u:u'alesywciubsdﬁhwmaerlomdadhmm mhmlmhhnﬂamapoyoy
Wﬂmmmmmumm b , sl otras p saben que uno tiene una enfermedad hereditaria. otros
miembros de la familia o las personas o u-dem, dis 1 i
DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido informado(a) acerca de la posibiidad de realzarme un dio genéti yhehrudnlaomrhmdadﬁehnrhsprmm
necesarias acerca del procedimiento; esioy satisfecho(a) con las explicaciones recibidas y doy volunt
para:

1. Que se me extraiga una muestra para estudio genético de:
Genotipificacion dei gen:
2. Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

Nombre completo:
DN

Firma.

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Ya como responsable del solicitante, doy consentimiento para el estudio genético.

Nombre complelo:
(=118

Firma:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

DNi:
Fecha y hom

154 e WL e Cevni Sera
|‘w“.-l\'l-“"".. ‘
T
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ANEXO 3

INTERPRETACION DE RESULTADOS DE MLPA
Copy Number status Dosage quotient
Male samples vs Male reference samples
Normal 0.80 < DQ < 1.20
Homozygous deletion DQ=0
Duplication 1.65 < DQ < 2.25
Ambiguous copy number All other values
Copy Number status Dosage quotient
Female samples vs Female reference samples
Normal 080 <DQ < 1.20
Homozygous deletion DQ=0
Heterozygous deletion 0.40 < DQ < 0.65
Heterozygous duplication 1.30 < DQ < 1.65
Heterozygous triplication/ Homozygous duplication 1.75 < DQ < 2.15
Ambiguous copy number All other values
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ANEXO 4
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TECNICA DE MLPA

-

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA
PRUEBA GENETICA PARA ESTUDIO DE GEN OMD POR TECNICA DE MLPA

oo 1

Nombres y Apellidos:

Fecha de nacimiento Cédigo de la muestra:

Sexo: Método de obtencion:

Status clinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencion:

Estado de la muestra: Fecha de emision de resultado:
RESULTADO MOLECULAR

INTERPRETACION

Los varones tienen 1 copia o "alelo” del gen DMD que se hereda de nuestra madre. Las deleciones o
duplicaciones en el gen DMD son causantes de la mayoria de los casos de Distrofia Muscular de
Duchenne. El diagnéstico molecular de la Distrofia Muscular de Duchenne se define por la presenda de
deleciones o duplicaciones en el gen DMD medidos por el indice de referencia DQ.

Perfil normal: Los varones no afectados presentan un DQ de 1.

Perfil duplicacién: Los varones que presentan una duplicacion en algin segmento del gen DMD

presentan un DQ de 2,

Perfil :Bledén: Los varones que presentan una delecion en algun segmento del gen DMD presentan

un DQ de 0.
Las mujeres tienen 2 copias o “alelos” del gen DMD que se hereda de nuestros padres. Las deleciones o
duplicaciones en el gen DMD son causantes de la mayorfa de los casos de Distrofia Muscular de
Duchenne. El diagndstico molecular de la Distrofia Muscular de Duchenne se define por la presencia de
deleciones o duplicaciones en el gen DMD medidos por el indice de referencia DQ.

Perfil normal: Las mujeres no afectadas presentan un DQ de 2.

Perfil delecién en heterocigosis: Las mujeres que presentan una delecién en algin segmento del

gen DMD presentan un DQde 1.

Perfil duplicacién en heterodgosis: Las mujeres que presentan una duplicacion en algin

segmento del gen DMD presentan un DQ de 3.

Perfil triplicacion en heterocigosis: Las mujeres que presentan una triplicadon en algin

segmento del gen DMD presentan un DQ de 4.

PROCEDIMIENTO

e Andlisis molecular del gen de OMO (cromosoma Xp21.2-p21.1): Amplificacién por Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) empleando las sondas PO34 y P0O35 (MRC Holland) usando el
analizador genético SeqStudio. El analisis de los resultados se rezlizé con el programa Coffalyser para la
determinacion de las mutaciones analizadas y su efecto en la traducdén de la proteina distrofina.

CONCLUSIONES
» La presencia de ... En el contexto dinico confirma el diagnéstico molecular de Distrofia
Muscular de Duchenne/Becker.

» Estos resultados deben interpretarse en el contexto de hallazgos clinicos, antecedentes
familiares y otros resultados de laboratorio.
» Este resultado NO descarta el diagndstico clinico, es necesario complementar el estudio con
) otras técnicas.
s Todo diagndstico genético debe ser entregado en una consulta espedalizada de
asesoramiento genético a cargo de un profesional capacitado.
+ Fecha de entrega de reporte a paciente:

Centro de Investigaddin Bisica en Neurogenética JlMu!!N‘iZ?luu,m de Cler : e

Instiuto Naclonal de Clendas Neuroldgicas Teldforio directn: +51 1 411 7779 L 7

www.inongen.ong.pe Corren eectrinio: informes@inangen.org.pe ?-
z : 8
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ANEXO 5
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TECNICA DE MLPA

TBE 10X
Tris base 54 mi -
Acido Bérico 27,5 mL _
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.

Agarosa 0.7%

Agarosa 079
TBE 10X 5mL
Enrasar a 50 mL con agua tridestilada.

TBE 1X
TBE 10x 50 mL
Agua tridestilada 450 mL

G. VARGAS
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8 - PRUEBA GENETICA PARA NEUROPATIAS HEREDITARIAS SENSITIVO-
MOTORA POR MLPA

FINALIDAD

Apoyar el diagndéstico molecular de las Neuropatias Hereditarias sensitivo-motora, a través de
una guia técnica para para estudio del gen PMP22 por la técnica de MLPA, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

OBIETIVO
Normar el procedimiento de andlisis de la variacion del nimero de copias del gen PMP22 a
través de la técnica de Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).

AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias
Neurologicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO
CPT: 81479 - PRUEBA GENETICA PARA ESTUDIO DE GEN PMP22 POR TECNICA DE MLPA

CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS
e Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intencion de participar en una prueba
genética.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

s Neuropatia hereditaria sensitivo-motora:

MLPA: método basado en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de

cuantificacién relativa del nimero de copias normales y anormales del ADN. Tiene

aplicacion tanto en investigacién como en diagndstico.

e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucion de acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas.

e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el bloque de
construccion del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

e Gen PMP22. Gen ubicado en la region cromosémica 17p12. Variantes patogénicas
en este gen estan asociadas a neuropatias hereditarias sensitivo-motoras.

¢ Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

e ADN: Acido Desoxirribonucleico, contiene la informacion de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminoacidos que generaran
proteinas para el funcionamiento de un organismo. Z

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS

100



VL

Instituto Naclonal

Ministerio e Ciencias b iSgicas

de Salud

Servicio de Neurogenética

REQUERIMIENTOS BASICOS
6.1. RECURSOS HUMANOS

e 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
e 01 técnico de laboratorio.

e 01 médico neurdlogo.

* (01 médico genetista.

6.2. MATERIALES
6.2.1. Implementos moleculares

SALSA MLPA P405 CMT1 probemix (MRC Holland)
SALSA MLPA EK1 reagent kit (MRC Holland)

Agua ultrapura libre de nucleasa

GeneScan LIZ 500 dye Size Standard

Hi-Di Formamide

SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge
SeqStudio™ Cathode Buffer Container

SeqStudio Integrated Capillary Protector

0 00 0 0 O 0 ©

6.2.2. Reactivos quimicos

Agarosa

Tris

Acido Bérico

EDTA O0.5M pH 8.0
Safe-Green™ (ABM)
Agua tridestilada

O 0 & 0 O

6.2.3. Material de pléstico

Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 plL, 200 pL y 1000 pL

Tubos de PCR 0.2 mL

Microamp™ 8-Tube Strip, 0.2mL

Microamp™ 8-Cap Strip

Tubos de centrifuga 2 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mL

Gradillas para tubos de 2 mL

Pisetas

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer
MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set
Estacion congelada para PCR

Placa de cultivo de 96 pocillos
Soporte para micropipetas

Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

O 0O 00 0OC O0O0COQCO0OO0OTOCOOoO 0

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer \6}
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6.2.4. Material de vidrio

O 0O 0O 0O O b O O

6.2.5. Otros materiales

0 00 OO0 O OO0 o o0 o0 o0

6.2.6. Equipos

o

c 00 OO0 0 0O 0 00 0 0 0 0 0

Matraz aforado de 500 mL
Probeta de 1000 mL
Erlenmeyer 250mL

Vasos de precipitados de 50 mL
Pipeta de vidrio 10 mL

Pipeta de vidrio de 5 mL.
Propipetas

Baguetas

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 50 pL, 100 pl, 200 puL y 1000 pL.
Papel lente para laboratorio

Papel aluminio

Lejia

Papel toalla

Parafilm

Mascarilla descartable

Guantes de nitrilo descartables

Mandil descartable

Gorro descartable

Botas descartables

Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno
de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora,
archivador, sello, tintero para huella digital.
DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)

Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
Espectrofotometro Epoch (Biotek)

Sistema de documentacion de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
Cabina de PCR (ESCO®)

Camara de electroforesis horizontal profesional (Cleaver)
Fuente poder (Cleaver)

Balanza analitica (Shimadzu)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)

Refrigeradores a 42C (Miray)

Congeladora a -20°C (Miray)

Microondas

Vortex
Cronémetro
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Computadoras de escritorio

Q
o Impresora

o Sistema de alimentacién eléctrica ininterrupida
o Estabilizador

6.2.7. Software

o Plate manager (Applied Biosystems)
o Coffalyzer (MRC Holland)
o Gen5™ version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS

e Servicios de agua

* Servicio de luz

s Servicio de internet

¢ Aire acondicionado

« Uso del laboratorio especializado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,
imprescindible para la determinacién del numero variable de copias (CVN) del gen PMP22.

VIll. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCEDIMIENTO

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

N | ACTIVIDAD [ PRODUCTO | RESPONSABLE | UNIDAD ORGANICA
INICIO
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de
ESTUDIO GENETICO Consentimiento Neurogeneética
Informado firmado
= 2 | EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Orden de Area Clinica Servicio de
procedimiento Neurogenética
3 | TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliquidacion
Solicitar la preliguidacidn del procedimiento Sello de Preliquidacion | Oficina de Contabilidad
Preliquidacion
Liguidacidn
Liquidar el costo del procedimiento Boleta de Pago Ventanilla CAJA Contabilidad
o
! Tramite de aprobacion del SIS Orden con dos sellos Ventanilla 515 sis
%' = de SIS
: 4 REGISTRAR LOS DATOS DEL PACIENTE Informacién registrada | Area Clinica Servicio de
f en base de datos Neurogenética
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 EXTRACCION DE ADN ADN genomico Laboratorio de Servicio de
(segun procedimiento estandar del Neurogenética Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
6 PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION concentracian 10-20 Neurogenética Neurogenética
ng/ul imiksne :
7 | PROTOCOLO DE GENOTIPIFICACION DEL GEN | Andlisis del numero | Laboratorio” ~  de'| Servicio '~ de
PMP22 variable de copias | Neurogenética | Neurogenética =
(CNV) gen PMP22 C?
Denaturacion de ADN
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Etiquetar strips de 0.2 mL y agregar 5 ul de
ADN (10-20ng/uL). Colocar en el termociclador
y ejecutar el programa siguiente: Denaturacién
inicial a 98°C por 5 minutos, mantener a 25°C.

Reaccién de hibridizacion

Preparar el master mix para la reaccion de
hibridizacién (para cada reaccién): 1.5 ul de
Buffer MLPA + 1.5 ul del mix de pruebas.
Homogenizar usando vartex. Agregar 3ul del
master mix de hibridizacién a cada reaccién.
Homogenizar por pipeteo. Continuar con el
siguiente programa: Reaccion de Hibridizacion
a 95°C por 1 minuto y 60°C por 16-20 horas.

Reaccion de Ligamiento

Preparar el master mix de Ligasa: Para cada
reaccién, 25ul de agua ultrapura, 3ul de Buffer
A de Ligasa, 3ul de Buffer B de Ligasa y 1ul de
Enzima Ligasa-65. Homogenizar por pipeteo.
Colocar las muestras a 54°C y agregar 32ul del
master mix Ligasa a cada reaccidn vy
homogenizar por pipeteo. Continuar con el
siguiente programa: 54°C por 15 minutos, 98°C
por 5 minutos y mantener a 20°C,

Reaccién de PCR

Preparar el master mix de polimerasa. Agregar
7.5ul de agua ultrapura, 2uL de cebadores
SALSA y 0.5uL de polimerasa SALSA. A
temperatura ambiente, agregar 10ul de
master mix de polimerasa a cada reaccion.
Mezclar por pipeteo. Continuar con el
programa: 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos y 72°C por 60 segundos;
72°C por 20 minutos y mantener a 15°C.

Preparacion de placa de fragmentos

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos: Preparar
una mezcla de 12 pL de Formamida 0.8 uL
Marcador GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra a evaluarse. Dispensar 12 pL de la
mezcla en cada pocillo de la placa. Ahadir 0.8
yL del ADN. Denaturalizar las muestras a 98°C
por 5 minutos. Guardar la placa a 4°C hasta
introducirla al analizador,

Electroforesis capilar

Una vez preparada la placa, las reacciones
deben ser sometidas a electroforesis capilar. Se
emplearan las condiciones recomendadas por
el fabricante, Para programar las condiciones
de electroforesis capilar se debe tener en
cuenta que el rango de amplificacion varia
entre 100 a 500 pb, los marcadores empleados
estan marcados con 6-FAM y gue el patron de
peso molecular estd marcado con GeneScan™
500 LIZ.

Andlisis de resultados
Empleando el programa Coffanalyzer, analizar
el DQ (cantidad de dosis) de los fragmentos
generados (anexo 1).

REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO Informacion registrada | Laboratorio de | Servicio de
e Registrar “Reporte de laboratorio a | en base de datos y | Neurogenética Neurogenética
disposicion” en base de  datos | Reporte de
“Genotipificaciones”. genotipificacion para
gen PMP22
FIN
tee ol I
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IX. RECOMENDACIONES

« Todo estudio genético debe ser realizado previo consentimiento informado que autorice
el procedimiento genético.

Servicio de Neurogenética

* Lasolicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pretest, test y postest.
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X. ANEXOS

ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO PARA ESTUDIO GENETICO PARA NEUROPATIAS

HEREDITARIAS SENSITIVO-MOTORA POR MLPA

(=)
1

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio genético para
neuropatias hereditarias sensitivo-motora por MLPA

l

Tramite de orden

Caja

é¢Tiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en

consultorios

— Orden con 2 sellos
del SIS

l

Boleta de pago Genotipificacion del gen PMP2
por técnica de MLPA e

|

Andlisis de resultados

LY

G. VARGAS

REPORTE
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

SR CENTRO DE INVESTIGACION
i BASICA EN NEUROGENETICA
HC:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO

2Quép dimiento es rio para realizar el estudio genético?

El ADN es la sustancia que s@ encuentra en nuestras células y tanto su funci i como &a h ia. En el & o de
Neurogenética del Cenlro de Investigacion Basica en Neurogenética (CIBN) del Instituto Nacional de Ciencias Neudd@ms (INCN),
hacemos examenes que nos pemiten encontrar cambios en e ADN, lhmadmmums-l quiere una de sangre, de
hisopado bucal u otros lejidos para obtener el ADN, segun la solicitud del médi La sera emplead Jus A

para estudio genético relacionado con su enfermedad. No nos es posibl para olros exa como
hemeoglobina, glucosa, etc. Identificar inscmhbsomuhnknmme&ﬁbﬂmlﬂnatvmsnm

¢Cudles son los b ficios del estudio genético?

El estudio g nos g itird conocer el diagndslico preciso de su enfermedad y poder darie asi una alencion mas especifica; asi
como también una ori i0n sobre su ion, prondstico y posibl iento. También le permitirad tomar decisiones de vida con
la mformacidon més adecuada.

LCual puede ser el resultado del estudio?
El resultado puede confirmar su enh dad. d naria o alg veces ser inciero o poco daro; en este Ultimo caso, no podriamas

precisar el diagnostico. uammmuﬂmummc&mmmmmnmmmlmmnmsnbmdhmua
meﬂ«mﬁaﬂyhammUﬂdymhﬂh es por ello que no ink por teiéf En el tiempo que se le
haya | do que de su . Ud. debe dinar una cita para entrega de resultados y/o asesoria

i Cudles son las molestias y riesgos para Ud. al realizar el estudio gendtico?

Las molestias que Ud. senticd en la ion de gre serd algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
morelon en el drea donde se le introdujo la aguja o bien una infeccidn en la zona de puncion. En este Gitimo caso, sera atendido por
umldelamwwddnﬂnmammm Almnnwal resultado, esta informacion podria ocasionarile preocupacién y temor por las

y i de llevar una enfermedad hereditana. para lo cual se le brindara apoyo y
mbnmwmhsaspeddudenmnh Im ., Si otras p saben que uno tiene una enfermedad hereditaria, otros
mmniﬂnol&mdrﬂsﬂuﬂmmw

DECLARACION DEL SOLICITANTE
Hcsmm!‘m'nado{almWhmdemﬂzmmmbmmoymmﬁohmﬂmmuhmhsmrlas
necesarias acerca del p estoy ho(a) con las explicaciones recibidas y doy e mi
para:
1. Que se me exiraiga una muestra para esludio genético de:

Genolipificacion del gen:
2. Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

Nombre completo:
DNI

Firma:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsable del solicitante, doy consentimiento para el estudio genético.

Nombre completo:
DL

Fimma:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

DN

Fecha y hora
Firma:
Lemrn e e Ben v e s de s R e A L MM
L e e e s [Tt - adT IR

sename i nish }-»d-cmq»
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ANEXO 3
INTERPRETACION DE RESULTADOS DE MLPA

Copy Number status for PMP22 and MPZ| Copy Number status for | Dosage quotient
{male and female) and G781 (female) GJIB1 (male)

Normal Normal 0.80 <DQ < 1.20
Homozygous deletion Deletion DQ=0
Heterozygous deletion 0.40 < DQ < 0.65
Heterozygous duplication 1.30 < DQ < 1.65
Heterozygous triplication/ Homozygous duplication Duplication 1.75<DQ < 2.15
Ambiguous copy number Ambiguous copy number All other values
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ANEXO 4

FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA ESTUDIO GENETICO PARA NEUROPATIAS

HEREDITARIAS SENSITIVO-MOTORA POR MLPA

Nesognroed 8]

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA- INCN
RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA CHARCOT MARIE TOOTH

Nombres y Apellidos:

Fecha de nacimiento Caodigo de la muestra:

Sexo: Método de obtencidn:

Status dinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencion:

Estado de la muestra; Fecha de emision de resultado:

Padente es enviado para estudio molecular por diagnéstico clinico de neuropatia Charcot Marie Tooth,

RESULTADO MOLECULAR
Presencia de un alelo con DELECION/DUPLICACION de la regién
Presencia de ambos alelos sin alteraciones.

INTERPRETACION
El diagnéstico de Charcot Marie Tooth se establece en un paciente mediante la deteccién de
DELECION/DUPLICACION de regién CMT1A/CMT2A (incluye el gen PMP2/KTF1S).

PROCEDIMIENTO:

El estudio molecular para genotipificacion de fa regién CMT1A, consiste en la aplicacién de la técnica de
MLPA (SALSA®MLPA® Kit P033-B2 CMT1) a partir de ADN gendmico, la técnica consiste en la valoracion
de la dosis (dupliacion/delecion) de la regién 17p11, por medio de electroforesis capilar del producto
MLPAy e anélisis del producto mediante el software Coffalyser. Net.

G. VARGAS

Esta es una prueba basada en investigacion. Se recomendaria una confirmacion adicional mediante
otro méetodo si se traduce para uso clinico,

Iriatisy e, = A=

Centro de Investigacion Bésica en Neurogendtica ¥ Ancash O 1271 o P 11 :
Instituto Nacional de Clendas Neuroldglcas Teléfono directo: 451 1411 7779 4N
www incngen.org.pe Commen sectrdnico: informes@inmoen. org.pe
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ANEXO 5
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TECNICA DE MLPA

TBE 10X
Tris base 54 mL

Acido Borico 27,5 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.

Agarosa 0.7%

Agarosa 0.7g
TBE 10X 5mL
Enrasar a 50 mL con agua tridestilada.

TBE 1X
TBE 10x 50 mL
Agua tridestilada 450 mL
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9 - PRUEBA GENETICA PARA ATAXIA DE FRIEDREICH

I. FINALIDAD
Apoyar el diagnodstico molecular de la Ataxia de Friedreich (AF) a través de una guia técnica
para la genotipificacion del nimero de repeticiones GAA en el gen FTX, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

Il. OBIETIVO
Normar el procedimiento de genotipificacién del microsatélite GAA del gen FXN en apoyo al
diagnostico de la Ataxia de Friedreich.

ill. AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacion obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio y Centro de Investigacion en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias
Neuroldgicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
CPT: 81479 - PRUEBA GENETICA DE ATAXIA DE FREIEDREICH

CONSIDERACIONES GENERALES

e ®

‘£4.  5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

FEF

oF % e Ataxia de Friedreich (FRDA): enfermedad neurodegenerativa causada por
E w L] - '3 0 -

Efv : microsatélite GAA anormalmente expandido en el gen FXN.

¢ Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el

,_ Q:E sujeto ha expresado voluntariamente su intencion de participar en una prueba
g genética.
e Genotipificacion del gen FXN: proceso de la determinacion del genotipo de un

individuo con respecto al nimero de repeticiones GAA en el gen FXN.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

¢ Gen FXN. gen ubicado en la region autosomica 9q21.11.
e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucion de acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas.

* PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.
e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
l o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) e

} e ADN: dcido Desoxirribonucleico.

VI. REQUERIMIENTOS BASICOS

- "1

6.1. RECURSOS HUMANOS 1 Aim.s L.

e 01 bidlogo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
e (1 técnico de laboratorio.
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¢ 01 médico neurdlogo.

e 01 médico genetista.

6.2. MATERIALES

6.2.1. Implementos moleculares

0 0o 0 o 0 o 0O

O 0 ¢ 0 0O Q 2 @ a e O 0

6.2.3. Otros materiales

o 0 0o O o 0 0 0 0

(o]
o]

Friedreich’s Ataxia GAA Repeat Genotyping GScanTM V2 Kit (Gene Link)
Agua ultrapura libre de nucleasa

GeneScan LIZ 500 dye Size Standard

Hi-Di Formamide

SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge

SeqStudio™ Cathode Buffer Container

SeqStudio Integrated Capillary Protector

6.2.2. Material de plastico

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 50 pL, 100 pL, 200 uLy 1000 pL.
Tips con filtro 10 L, 20 L, 100 pL, 200 pl y 1000 pL
Tubos de PCR 0.2 mL

Microamp™ 8-Tube Strip, 0.2mL

Microamp™ 8-Cap Strip

Tubos de centrifuga 1.5 mL

Gradillas para tubosde 0.2 mLy 1.5 mL

Pisetas

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer
MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set

Estacion congelada para PCR

Soporte para micropipetas

Papel lente para laboratorio
Lejia

Papel toalla

Mascarilla descartable
Guantes de nitrilo descartables
Mandil descartable

Gorro descartable

Botas descartables
Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4, Cuaderno
de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner para impresora.
DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

6.2.4. Equipos

Termociclador Proflex (Applied Biosystems) R ' ' &
Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems) o
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Espectrofotometro Epoch (Biotek)

Sistema de documentacion de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
Cabina de PCR (ESCO®)

Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)
Refrigeradores a 42C (Miray)

Congeladora a -20°C (Miray)

Picocentrifuga

Vértex

Computadoras de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida
Estabilizador

O O 0 o O b 00 OO O O

6.2.5. Software

o Plate manager (Applied Biosystems)
o GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
o Gen5™ version 2.0 (Biotek)

6.3. SERVICIOS

e Servicios de agua

e Servicio de luz

e Servicio de internet

® Aire acondicionado

¢ Uso del laboratorio especializado

VII. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
Este procedimiento requiere uso de un equipo de alto costo “analizador genético”,
imprescindible para la determinacion del tamafio de repeticiones GAA de los genes
mencionados.
VIIl. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
N | ACTIVIDAD |  probucto | RESPONSABLE | UNIDAD ORGANICA
INICIO
1 | CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA Documento de Area Clinica Servicio de Neurogenética '
ESTUDIO GENETICO Consentimiento
Informado firmado
2 EMITIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Orden de Area Clinica Servicio de Neurogenética
procedimiento
3 | TRAMITE DE ORDEN DE PROCEDIMIENTO
Preliquidacion
Salicitar la preliquidacion del procedimiento Sello de Oficina de Preliquidacion | Contabilidad
Preliquidacién
Liquidacion
Liquidar el costo del procedimiento Ventanilla CAJA tacion:.! de Oiere
o Boleta de Pago ok contabilidad.
Tramite de aprobacidn del SIS Ventanilla 515 /..? B
Orden con dos SIS _ k_///
sellos de SIS : SAHHIE KLY .
REGISTRAR LOS DATQS DEL PACIENTE Informacion Area Clinica | Sewvicio de Neurogenética

registrada en base
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de datos
Solicitud de
procedimiento
molecular
5 EXTRACCION DE ADN ADN gendmico Laboratorio de Servicio de Neurogenética
(seglin procedimiento estandar del Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
3 PREPARACION DE ADN PARA Alicuota de ADN con | Laboratorio de Servicio de Neurogenética
GENOTIPIFICACION concentracién 100 Neurogenética
ngful
7 PROTOCOLO DE GENOTIPIFICACION DEL Genotipo para los Laboratorio de Servicio de Neurogenética
MICROSATELITE GAA DEL GEN FXN alelos de Neurogenética
microsatélites GAA
Preparacion de mix de PCR:

Para cada reaccidn preparar:

PREMIX: 10 uL de FRDA Gscan Component A,
4ul de Gscan Component M, 2ul Gscan
Component N,9 ul de agua estéril

ENZIMA: 3ul de Premix+0.5ul de Taq
Polymerase.

Mezclar 21ul de PCR premix, 1u de ADN
{100ng de ADN} y 3uL de enzima.

Purificar los productos amplificados.

Colocar en el termociclador y ejecutar el
programa siguiente:

30 ciclos de denaturacion a 94°C por 30
segundos, hibridacion a 58°C por 30 segundos,
extensién a 72°C por 3 minutos, seguido por
un paso de extension final a 72°C por 7
minutos.

Preparacion de placa de fragmentos:

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos:

Preparar una mezcla de 18 plL de Farmamida
0.5 puL Marcador GeneScanTM 600 LIZ, por
cada muestra a evaluarse.

Dispensar 12 pL de |z mezcla en cada pocillo
de la placa.

Afadir 1 pL del ADN obtenido

en las reacciones de PCR

Denaturalizar las muestras a 98°C por 5
minutos.

Guardar la placa a 4°C hasta introduciria al
analizador.

Electroforesis copilar

Una vez preparada la placa, las reacciones
deben ser sometidas a electroforesis capilar.
Se emplearan las condiciones recomendadas
por el fabricante.

Para programar las condiciones de
electroforesis capilar se debe tener en cuenta
gue el rango de amplificacion varia entre 100
" a 500 pb, los marcadores empleados estdn
marcados con 6-FAM y que el patron de peso
molecular estd marcado con GeneScanTM 500
LIZ.

Andlisis de resultados

Empleando el programa Genemapper, analizar
el tamafio de los fragmentos generados. El
resultado serd un electroferograma con picos
de intensidad determinada y separados de
manera proporcional al tamafio del

fragmento. ' PR (b e O Vg e !
8 REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO Informacion Laboratorio de Servicio de Neurogenética -
& Registrar “Reporte de laboratorio a registrada en base Neurogenética &
E disposician” en base de datos | de datosy Reporte | (bidlogo genetistay =
“Genotipificaciones”. de genotipificacién | medico genetista)' ="~ <=
para FRDA
FIN

G. VARGAS
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IX. RECOMENDACIONES

¢ Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento informado
que autorice el procedimiento genético.

e La solicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.
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ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA DE ATAXIA DE FRIEDREICH

()
1

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio genético de ataxia de
Friedreich

l

Tramite de orden

Caja

¢Tiene seguro SIS?

Ventanilla SIS en
consultorios

|

Orden con 2 sellos
del SIS

l

Boleta de pago I Genotipificacion del microsatélite

GAA del gen FXN

l

Analisis de resultados

iy —

Fin:
REPORTE
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ANEXO 2
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

O PERLU CENTRO DE INVESTIGACION
= BASICA EN NEUROGENETICA
HC:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA DE ESTUDIO GENETICO

1Qué p dimi es ric para realizar el estudio genético ?

E! ADN es la sust que se células y controla lanto su func nlo como ka h ia. En el laboratorio de
Neurogenética del Centro de Immm Basica en Neurogenética (CIBN) del Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas (INCN),
hacemos examensas que nos pemmiten encontrar cambios en e ADN, | Se requiere una muestra de sangre. de
hisopado bucal u ofros lqndmpmnﬂeﬂeroi ADN, seguin la solicitud del médico tratante. La muestra serd empleada exclusivamenta
para estudio genético do con su enk dad. No nos es posible emplear su mueslra para otros examenes como
hemoglobina, gheosa. elc. ldentificar los cambios o mutaciones en el ADN puede tomar varios meses.

LCudles son los beneficios del estudio genético?
B wmugeneum nos permitira conocer el diagnastico preciso de su enfermedad y poder darle asi una atencién mas especifica; asi

COmo £n una on 36n sobre su lucidn, prondstico y posible tratamiento. También le permitirs tomar decisiones de vida con

la ink 10N mas ad d

iCudl puede ser el resultado del estudio?

El puede confi su enfe d. d rtaria o alg veces ser incierto 0 poco claro; en este dltimo caso, no podriamos
sar el diagnost de Rad wmmmmmumawmmnlmnw«mnmehm

memrmemUﬂﬂym!mlmammm&nonmmwm;ﬁuum En el tiempo que se fe

haya indicado que & el proce de su stra, Ud. debe coondinar una ¢ita para entrega de resultados y/o asesoria

genética.

£Cuéles son las molestias y riesgos para Ud. al realizar el estudio genético?

Las molestias que Ud sentird en la obtencidn de sangre sera algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar un
mwdnanelm-dweseleiwndu]olaagupuolmmanmonen la zona de puncion. En este Gltimo caso, serd atendido por
parsomlde la muimén sm costo adicional. Al conocer el resullado, esta informacién podria ocasionarie preocupacion y lemor por las

i . laborales y sociales de llevar una enfermedad hereditania, para lo cual se le brindard apoyo y
mamml.uemésawh lguaimente, ||wnmsabcnmummmmmm otros
miembros de la familia o las personas alred de uno pued

DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido informado(a) acerca de la posibilidad de real un jio g "nyhhmoohoponmidlddahmhsmms
W del p dimiento; estoy fecho(a) con las explicack ibidas y doy volur mi
para:
1. Que se me extraiga una muestra para estudio genético de:
Genotipificacitn del gen:

2 Que se me informe el resultado

3. Que se almacene mi muestra de ADN en el Banco de ADN del CIBN.

Nombre completo:

Firma:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo como responsable del solidtante, doy consentimiento para e estudio genético.

Nombre completo:
DNI

Fima:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

\ & Acts W T i G, Paa
A b, o £l T
{ MW‘M"I‘- 1
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ANEXO 3
INTERPRETACION DE RESULTADOS DE ELECTROFEROGRAMA DEL GEN FXN

e f st legk el e e . P

s Normal GAA repeat alleles |
F1B/R3C primers I

P ﬁ&B[GMreaeals
- |
- |

- | | } I I
o | |

Normal FRDA human genomic DNA GScan™ analysis

- e o - - R
[T -5 GAA repeats Heterozygote Genomic DNA Sample
FIBMIC preness Conell ID: NA16213
~420 GAA repests
FIARIC prwmers
~1575 bp tragmest
~ P— osdonbiicon -
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i Ot Fromd Sangle Seftrge Ve Wiedkee
+ - e
e Genemer Control DNA
] 64 GAA repeals
v F1B/RIC Prmers
lﬂ_{
e |
“‘|
Nommal GAA repeat alieles ‘
x4 I ~8 & B GAA repeals
- F1B/R3C Primars
=1 ;l ‘l l K Ii ' | [: ﬁ l ! 1
-.ﬁ\ j A L.-LL._L‘M W | .,._J PR . T |
] _I‘ ¥ :J‘
u-mngemkwmlmmmemmmmmmmma[mmg-:mznzwz]saw
repeats ~502 bp fragment.
Te D Aot ewe Sees e Wedes -
- - R - - - R b e
= | ~102 GAA repeats |
FIBRIC Primers
iy -8100p
3] ool
- |
IR Iy | 1L
(5N l:\—-\.-.dh:\--rl‘h .-'-.--.‘—_'-_.ls..l.._ii._._'.___. ) O TS . R (| e L ._11_
e 12438 e 0 sorinS) Bl 3 el

Gene MWWMMIGUH! 40-2027-02) mZGM repeats ~616 bp fragment.
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ANEXO 4
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE ATAXIA DE FRIEDREICH

p(,v é"\;u.’?\_ T '
 leurigendtica R |

LABORATORIO DEL CENTRO DE INVESTIGACION BASICA EN NEUROGENETICA- INCN
RESULTADO DE ANALISIS MOLECULAR PARA ATAXIA FRIEDREICH

Nombres y Apellidos:

Fecha de nacimiento Codigo de la muestra:

Sexo: Método de obtencion:

Status dlinico: Remitente:

Tipo de muestra: Fecha de obtencion:

Estado de la muestra: Fecha de emision de resuitado:

Padernte es enviado para estudio molecular por diagndstico clinico de ataxia.

RESULTADO MOLECULAR

Presencia de ambos alelos con repeticiones dentro del rango de normalidad.
Presencia de ambos alelos con repeticiones encima del range de normalidad.
Presencia de un alelo con repeticiones encima del rango de normalidad.

Alelo 1: repeticiones GAA,
Alelo 2: repeticiones GAA.
INTERPRETACION

El diagnostico de Ataxia Friedreich se establece en un paciente mediante la deteccion de variantes
énicas bialélicas en gen FRDA:
Alelos normales: de 5 a 33 repeticiones GAA.
Alelos normales mutables: de > 34- 45 repeticiones GAA
Alelos con penetrandia completa, patolégico: deﬁﬁAlSOOrepetncnn&sGM

La precisién de la determinacion de nimero de repeticiones es de = 1, los valores obtenidos cerca del
limite establecido como patoldgico deben de ser tratados con espedal cuidado.

PROCEDIMIENTO:

El estudio molecular para genctipificacion del nimero de repeticiones en GAA en el intrdn 1 del gen
FRDA, consiste en la amplificacion por PCR en tiempo final usando oligonudectidos marcados con
fluorescencia, determinacion del nimero de repeticiones GAA por electroforesis capilar con marcador de
peso molecular, se realizd con Friedreich’s Ataxia GScan™ Kits.

Esta es una prueba basada en investigacion. Se recomendaria una confirmacion adicional en una
nueva muestra si se traduce para uso dlinico.

Centro de Investigacion Basica en Neurogendtica Ir. Ancash NO 1271 Lima, Pert:
Instituto Nacional de Clendas Neurologicas Teléfono directo: +51 1 411 7779 :
www inagen.org.pe Corren dectiinias: nformes@nagen. org.pe
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