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VISTOS:

Exp. Adm.N° 21-015988-001, que contiene el INFORME N° 480-2021-INCN-NG, de
fecha 16 diciembre de 2021, del Jefe del Servicio de Neurogenética, INFORME N°
577-2021-INCN-NP, de fecha 17 de diciembre de 2021, del Jefe del Departamento de
Neuropatologia, INFORME N° 268-2021-DEIDAEADT-INCN, de fecha 20 de diciembre
de 2021, del Director Ejecutivo de la Oficina Ejecutiva de Investigacidn, Docencia y
Atencion Especializada en Apoyo al Diagnoéstico y Tratamiento, INFORME N° 004-
2022-UC-OEPE/INCN, de fecha 26 de enero de 2022, del Jefe de la Unidad de
Organizacién de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, PROVEIDO N°® 022-
2022-OEPE/INCN, de fecha 26 de enero de 2022, del Director Ejecutivo de la Oficina
Ejecutiva de Planeamiento Estratégico y el INFORME N°® 049-2022-OAJ/INCN, de
fecha 31 de enero de 2022, de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto
Nacional de Ciencias Neurolégicas, y;

CONSIDERANDO:

Que, los articulos 1 y 1l del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842-Ley General de Salud,
establecen que “La salud, es condicion indispensable del desarroflo humano y medio
fundamental para alcanzar el bienestar individual y colectivo”, “La proteccién de la
salud es de interés publico. Por tanto, es responsabilidad del Estado regularia, vigilaria
y promoverla”;

Que, el articulo 5 del Reglamento de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos
de Apoyo, aprobado mediante Decreto Supremo N° 013-2006-SA, establece que los
establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo deben contar, en cada area,
unidad o servicio, con manuales de procedimientos, guias de practica clinica referidos
a la atencidon de los pacientes, personal, suministros, mantenimiento, seguridad, y
otros que sean necesarios, segun sea el caso. En tal sentido el inciso s) del articulo
37 del citado Reglamento, establece que corresponde al Director Médico disponer la
elaboracion del Reglamento Interno, de las guias de practica clinica y de los manuales
de procedimientos referidos a la atencidon de los pacientes, personal, suministros,
mantenimiento, seguridad, y ofros que sean necesarics;

Que, a través de la Resolucion Ministerial N° 828-2021/MINSA se aprueba las "Normas
para la Elaboracidn de Documentos Normativos del Ministerio de Salud”, que tiene por
finalidad fortalecer el rol de Rectoria del Ministeric de Salud, ordenando la produccién
normativa de la funcién de regulacion que cumple como Autoridad Nacional de Salud
(ANS) a través de sus Direcciones y Oficinas Generales, Organos Desconcentrados y
Organismos Publicos Adscritos, y en el numeral 5.1 define al Documento Normativo

1



del Ministerio de Salud, a todo aquel documento aprobado por el Ministerio de Salud
que tiene por finalidad transmitir informacién estandarizada y aprobada sobre aspectos
técnicos, sean estos asistenciales, sanitarios y/o administrativos, relacionados al
Ambito del Sector Salud, en cumplimiento de sus objetivos; asi como facilitar el
adecuado y correcto desarrollo de competencias, funciocnes, procesos, procedimientos
y/o actividades, en los diferentes niveles de atencion de salud, niveles de gobiermo y
subsectores de salud, segun corresponda,

Que. el numeral 6.1.1 del articulo VI, del citado cuerpo normativo sefiala que la Guia
Técnica “Es el Documento Normativo del Ministerio de Salud, con el que se define por
escrito y de manera detallada el desarroilo de determinados procesos, procedimientos
y actividades administrativas, asistenciales o sanitarias. En ella se establecen
metodologias, instrucciones o indicaciones que permite al operador segquir un
determinado recorrido orienténdolo al cumplimiento del objetivo de un proceso,
procedimientos o actividades y al desarrolfo de una buena practica (...)";

Que, el inciso ) del articulo 13° del Reglamento de Organizacién y Funciones del
instituto Nacional de Ciencias Neurologicas, aprobade con Resolucion Ministerial N°
787-2008/MINSA, establece que la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico es
la unidad organica encargada entre otras, el de Lograr el diagnostico y analisis
organizacional para formular y mantener actualizados los documentos de gestion en
cumplimiento a las normas vigentes para organizar el Instituto Especializado;

Que, mediante INFORME N° 480-2021-INCN-NG, de fecha 16 diciembre de 2021, el
Jefe del Servicio de Neurogenética, solicita al Jefe del Departamento de
Neuropatologia la aprobacion institucional de las siguientes Guias Técnicas de
Procedimientos del Servicio de Neurogenética:

1. Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen CACNA1A

2. Guia Técnica de procedimiento para la genctipificacién del microsatélite CAG del
gen ATXN1

3. Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacién del microsatélite ATTCT
del gen ATXN10

4 Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen ATXN3

5. Guia Técnica de precedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen ATN1 asociado a DRPLA

5] Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen PPP2R2B

7. Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatelite
CAGICAA del gen TBP asociado a SCA17

8. Guia Técnica de procedimiento para la prueba genética para encefalopatia
mitocondrial con acidosis lactica y episodios tipo ACV (MELAS)

el mismo que es trasladado por el Jefe del Departamento de Neuropatologia, con el
INFORME N° 577-2021-INCN-NP, de fecha 17 de diciembre de 2021, a fin de que se
realicen las gestiones correspondientes para la aprobacién de las ocho (08) Guias de
Procedimientos del Servicio de Neurogenetica;

Que, mediante el INFORME N° 268-2021-DEIDAEADT-INCN, de fecha 20 de
diciembre de 2021, el Director Ejecutivo de la Oficina Ejecutiva de Investigacion,
Docencia y Atencién Especializada en Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, informa
gue el Departamento de Neuropatologia envia ocho (08) GUIAS DE



Ministerio de Salud REPUBLICA DEL PERY

Instituto Nacional
de Ciencias

Neuroldgicas N°e O4| -2022-DG-INCN

*

RESOLUCION DIRECTORAL

Lima,22de Febrero gel 2022,

PROCEDIMIENTOS ELABORADOS POR EL SERVICIO DE NEUROGENETICA para
que sea evaluado y de ser conforme aprobado mediante acto resolutivo;

Que, mediante el INFORME N° 004-2022-UO-OEPE/INCN, de fecha 26 de enero de
2022, se cuenta con la opinidn favorable del Jefe de la Unidad de Organizacion de la
Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, ratificado por el Director Ejecutivo de
la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico con el PROVEIDO N° 022-2022-
OEPE/INCN, de fecha 26 de enero de 2022, en cumplimiento con los criterios de la
Resolucion Ministerial N° 826-2021/MINSA que aprueba las *Normas para la
Elaboracién de Documentos Normativos del Ministerio de Salud, aprobando las Guias
de Procedimientos elaborados por el Servicio de Neurogenética,;

Que, con el propésito de continuar con el desarrollo de las actividades y procesos
técnicos administrativos a nivel institucional, asi como alcanzar los objetivos y metas
en el Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas, resulta pertinente atender la
propuesta presentada por el Jefe cel Servicio de Neurogenética, aprobando los
proyectos de las Guias de Procedimientos;

Estando a la opinidn favorable emitido por la Direccién Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva
de Planeamiento Estratégico, es conveniente aprobar las ocho (08) Guias de
Procedimientos del Servicio de Neurogenética,;

Con la opinion favorable de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica;

Con las visaciones del Director Ejecutivo de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
Estratégico, del Director Ejecutivo de Investigacién, Docencia y Atencién Especializada
en Apoyo al Diagnostico y Tratamiento y de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica
del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas;

De conformidad con lo dispuesto por la Ley N° 26842, Ley General de Salud, Decreto
Supremo N° 013-2006-SA, Resolucion Ministerial N° 826-2021/MINSA que aprueba
las “Normas para la Elaboracion de Documentos Normativos del Ministerio de Salud”,
Reglamento de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, aprobado con Resolucion Ministerial N° 787-2006/MINSA,

SE RESUELVE:

Articulo Primero. - APROBAR las Guias de Procedimientos del Servicio de
Neurogenética del Departamento de Investigacién, Docencia y Apoyo al Diagnostico
en Neuropatologia del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas, que en ciento diez
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(110) folios forman parte de la presente Resolucion Directoral que se detallan a
continuacién:

O N

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion de microsatélite CAG del
gen CACNATA

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen ATXN1

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacién del microsatélite ATTCT
del gen ATXN10

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG dei
gen ATXN3

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen ATN1 asociado a DRPLA

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG del
gen PPP2R2B

Guia Técnica de procedimiento para la genotipificacion del microsatélite CAG/CAA

.del gen TBP asociado a SCA17

Guia Técnica de procedimiento para la prueba genética para encefalopatia
mitocondrial con acidosis lactica y episodios tipo ACV (MELAS)

Articulo Segundo. — ENCARGAR al Jefe del Servicio de Neurogenética del
Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnostico en
Neuropatologia de! Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas, como responsable
de la difusién, monitoreo, implementacion, aplicacién y supervision de las Guias
en el ambito de su competencia.

Articulo Tercero. - DISPONER la publicacion de la presente Resolucion en el
Portal Web Institucional del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas.

Registrese, comuniquese y cumplase

JEMR/ /CLBV
VISACIONES
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DIRECTOR EJECUTIVO DE LA OFICINA EJECUTIVA DE PLANEAMIENTO ESTRATEGICO

M.C. ESP. JUAN MANUEL SIFUENTES MONGE
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BACH. DIEGO ALEXANDER FERIA ROJAS
UNIDAD DE ORGANIZACION
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L FINALIDAD

Apovyar el diagnostico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCA6), a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen CACNA1A, sustentada en
la evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

. OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen CACNA1A en
apoyo al diagndstico de la ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCAB).

. AMBITO DE APLICACION

Guia técnica es de aplicacién obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del
Servicio de Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN).

Iv. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

» 81184 - CACNA1A (subunidad alfa1 del canal dependiente de voltaje de calcio A) (p. €j.,
analisis de genes de ataxia espinocerebelosa); evaluacion para detectar alelos anormales
(p. €]., expandidos)

V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

» 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 CACNA1A: proceso de la determinacion del genotipo de un
individuo con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen CACNA1A.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

» 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.

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

> Nucleétido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el blogue 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.

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

. REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

¥" 01 biologo genetista o con entrenamiento en biologia molecular.
v" 01 técnico de laboratorio. e
v" 01 médico genetista. J. MEDINA
¥" 01 médico neurdlogo.
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5.3.2. MATERIALES

5.3.2.1. Implementos moleculares

% Cebador SCAB-F: 5-6-FAM-CACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCC-3’
% Cebador SCAB-R: 5'- TGGGTACCTCCGAGGGCCGCTGGTG-3'

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

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

Agua ultrapura libre de nucleasa

Platinum® Tag DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer
PCR 10x y MgClI2 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
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5.3.2.2. Reactivos quimicos

2
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Acrilamida
Bisacrilamida
Nitrato de Plata
TEMED

Persulfato de amonio
Tris base

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Formamida

Etanol absoluto
Acido acético
Hidréxido de sodio
Formaldehido 37%
Formaldehido 37%
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5.3.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 uL, 20 pL, 100 pL, 200 pL y 1000 pL.
Tips con filtro 10 L, 20 pL, 100 pL, 200 pL y 1000 L
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

< Estacién 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
D. TEJADAP. Analyzer
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5.3.2.4.

5.3.2.5.

5.3.2.6.

5.3.2.7.
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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, 1 Ly 4 L.
Frasco color caramelo de 200 mL.
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Otros materiales

% Papel lente para laboratorio
< Papel aluminio

» Lejia

Papel toalla

Parafilm

Mascarilla descartable
Guantes de nitrilo descartables
Mandil descartable

Gorro descartable

L
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% Botas descartables
Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4,

“Decenio de la lgualdad de Opartunidades para Mujeres y Hombres” z Siempre
“Afio del Fortalecimiento de la Saberania Nacional”
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Cuaderno de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Toner
para impresora, archivador, sello, tintero para huella digital.

% DNAZap PCR DNA Degradation Solutions
Accesorios para electroforesis: Peine de 24 pocillos, separadores de

1mm y vidrios con muesca y sin muesca, cables de fuente de

energia.

Equipos

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)

>

Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

*

Ld

Cabina de PCR (ESCO®)

L

Fuente poder (Cleaver)

Balanza analitica (Shimadzu)

Agitador magnético (Velp)
Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific)
Refrigeradores a 4°C (Miray)
Congeladora a -20°C (Miray)
Picocentrifuga

Vortex

Cronémetro

Computadoras de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacién eléctrica ininterrupida
Estabilizador

£l

Ll

*

@

*

v

*

)

)

Software

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

Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)

Camara de electroforesis vertical profesional (Cleaver)

Sistema de documentacién de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)
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CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

5.3.3. SERVICIOS

v Servicios de agua
v’ Servicio de luz

¥’ Servicio de internet
v’ Aire acondicionado
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v Uso del laboratorio especializado
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PRODUCTO

UNIDA

GENOTIPIFICACION

concentracién
10 ng/uL

Neurogenética

__ _ORGANICA
INICIO
Documento de
gggf Er;-.lr.t\gllzg g%m;.?gg ADO Consentimiento Area Clinica Servicio d(? .
Informado Neurogenética
firmado
EMITIR ORDEN DE < =
Orden de = Servicio de
PROCEDIMIENTO Srticad Nt Area Clinica Neuragansiica
TRAMITE DE ORDEN DE
PROCEDIMIENTO
Preliquidacion Sello de Oficina de Contabilidad
Solicitar la preliquidacién del Preliquidacion Preliquidacién
procedimiento
Liquidacion Boleta de Pago | Ventanilla CAJA Contabilidad
Liquidar el costo del procedimiento
o Orden con dos Ventanilla SIS SIS
Tramite de aprobacion del SIS sellos de SIS
Informacién
registrada en
REGISTRAR LOS DATOS DEL base de datos Ao BT Servicio de
PACIENTE Solicitud de Neurogenética
procedimiento
molecular
EXTRACCION DE ADN . L.

, ek . . Laboratorio de Servicio de
(seglin prgced|m|ento est.?tjdar del ADN genémico Neurogenética Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)

Alicuota de ADN
PREPARACION DE ADN PARA con Laboratorio de Servicio de

Neurogenética

GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE CAG POR PCR
Preparar la siguiente mezcla de
reaccion para una muestra problema,
una muestra control y una muestra
blanco:

Amplificacion del microsatélite CAG del
gen CACNATA
En la cabina de PCR, preparar 10 uL
de mezcla de reaccién con las
siguientes concentraciones finales para
cada muestra:

e DMSO 10%
Buffer de PCR para enzima
taq platinum 1X
dNTPs 0.125mM c/u
MgClz 0.3mM

Cebador SCAG-R 0.6uM

[ ]
[ ]
e Cebador SCAB-F 0.6uM
L ]
[ ]

Enzima taq platinum 0.045

Genotipo para
los alelos del
microsatélite
CAG

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA
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U/uL
e ADN 0.5 ng/Ul

Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 2 minutos de
denaturacién inicial a 94°C, 29 ciclos de
denaturacién a 94°C por 30 segundos,
hibridacién a 58°C por 30 segundos, y
extensién a 72°C por 30 segundos;
seguido por un paso de extension final
a 72°C por 10 minutos.

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 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 tincién argéntica usando
solucién de nitrato de plata. Verificar
que las muestran hayan sido
amplificadas correctamente.

Preparacion de placa de fragmentos
usando Termociclador Proflex

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos:
Preparar una mezcla de 9.35 pL de
Formamida 0.15 pL  Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, control y muestra blanco a
evaluarse. Dispensar 9.5 WL de Ia
mezcla en cada pocillo de la placa.
Afadir 0.5 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
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 la informacién de la placa para
que sea reconocida por el analizador
genético. Para programar las
condiciones de electroforesis capilar se
debe tener en cuenta que el rango de
amplificacién varia entre 100 a 500 pb,
los cebadores empleados estéan
marcados con 6-FAM y que el patrén
de peso molecular estd marcado con
GeneScanTM 500 LIZ,

Anélisis de resultados y estimacion del
numero de repeticiones

Empleando el programa
GeneMapper™, analizar el tamafio de

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA
GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG DEL GEN CACNA1A
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los fragmentos generados. El resultado
sera un electroferograma con picos de
intensidad determinada y separados de
manera proporcional al tamano del
fragmento.
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NOTA: Los productos de PCR de
microsatélites tienen una migracion
mas rapida que el ADNss debido al
alto contenido de GC por lo que
realizar la estimacion del niUmero de
repeticiones CAG empleando un
marcador de peso molecular comercial
puede derivar en errores de célculo.

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

prony Informacién
EESEQS%EE-ESORTE DE registrada en Laboratorio .de .
8 | e Registrar “Reporte de laboratorio a base de datosy | Neurogenética Servicio de
disposicién” en base de datos Reporieids (biologo genelistay | Neurogenética
“Genotipificaciones” genotipificacion medico genetista)
) para SCA6
FIN

Vil. 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 evaluacion pre-test, test y post-test.

VIIL. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

» Matzura R, Futamura N, Fujimoto Y, Yanagimoto S, Horikawa H, Suzumura A, Takayanagi
T. Spinocerebellar ataxia type 6. Molecular and clinical features of 35 Japanese patients
i including one homozygous for the CAG repeat expansién. 1997 Nov, 49 (5):1238-43.
» Matsuyama Z, et al. Molecular Features of the CAG Repeats of Spinocerebellar Ataxia 6
(SCA6). Hum Mol Genet.1997,;6:1283-1287.
> Jodice C, Mantuano E, Veneziano L. et al. Episodic ataxia type 2 (EA2) and spinocerebellar
ataxia type 6 (SCAB) due to CAG repeat expansion in the CACNA1A gene on chremosome
19p. Hum Mol Genet.1997;6:1973-197
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ANEXO 01

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA
ESPINOCEREBELOSA TIPO 6 (SCAG)

e

|

Consentimiento Informado

)

Orden de procedimiente para estudio Genético de ataxia
espinocerebelosa tipo & (SCAG)

MNo Tramite de orden

Caja . T~
£Tiene seguro 5157 /
\r{

Ventanilla SIS en
consultorios

l

Orden con 2 sellos
del SIS

W
Genotipificacion del microsatélite
I CAG delgen CACWNALA

l.

Andlisis de resultados

F

Boleta de pago

J. MEDINA

Fin:
D. TEJADAP. REPORTE
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GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE CAG DEL GEN ATXN1

I FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCA1), a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATXN1, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

. OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATXNT en
apoyo al diagnostico de la ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCA1).

lil.  AMBITO DE APLICACION

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

Iv. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

> 81178 - ATXN1 (ataxinal) (p. €j., ataxia espinocerebelosa) andlisis de genes, evaluacion
para detectar alelos anormales (p. ej., expandidos)

V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

> 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 ATXNT: proceso de la determinacién del genotipo de un individuo
con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen ATXN1.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

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

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

Nucleétido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el blogue 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.

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

Heteroplasmia, diferentes genomas mitocondriales mutados que se encuentran en una
misma célula o tejido.

5.3. REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

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

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA
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¥ 01 médico neurdlogo.

5.3.2. MATERIALES
5.3.2.1. Implementos moleculares

Cebador SCA1-F: 5-6-FAM-CAACATGGGCAGTCTGAG-3'
Cebador SCA1-R: 5'- AACTGGAAATGTGGACGTAC -3’
dNTPs mix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u)

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

Agua ultrapura libre de nucleasa

Platinum® Taqg DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer
PCR 10x y MgCI2 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

2,
0‘.

3

o

@
0.0
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3

5

3
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5.3.2.2. Reactivos quimicos

% Acrilamida

% Bisacrilamida

% Nitrato de Plata

% TEMED

< Persulfato de amonio
% Tris base

% Acido bérico

% EDTA0.5MpH 8

%+ Xilencianol

% Azul de Bromofenol
< Glicerol

% Formamida

% Etanol absoluto

< Acido acético

* Hidroxido de sodio
% Formaldehido 37%

5.3.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 uL, 20 uL, 100 yL, 200 uL y 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 L, 200 pL y 1000 L
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.
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5.3.2.4. 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.
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5.3.2.5. Otros materiales

o2,
0.0

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, Toner
para impresora, archivador, sello, tintero para huella digital.
DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

» Accesorios para electroforesis: Peine de 24 pocillos, separadores de
1mm y vidrios con muesca y sin muesca, cables de fuente de
energia.
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5.3.2.6. Equipos

Termociclador Proflex (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 4°C (Thermo Scientific)
Refrigeradores a 4°C (Miray)

Congeladora a -20°C (Miray)

Picocentrifuga

Vortex

Cronémetro

Computadoras de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida
Estabilizador
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5.3.2.7. Software

% Plate manager (Applied Biosystems)

_ "Decenio de la lgualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres”
w “Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

% GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
% Gen5™ versién 2.0 (Biotek)

5.3.3. SERVICIOS

v Servicios de agua
v’ Servicio de luz

¥ Servicio de internet
¥’ Aire acondicionado

¥" Uso del laboratorio especializado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
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UNIDAD ORGANICA

INICIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Documento de
Consentimiento

Servicio de

PARA ESTUDIO GENETICO Iforiiada Area Clinica Neurogenética
firmado
EMITIR ORDEN DE -7
Orden de - Servicio de
PROCEDIMIENTO procedimiento Area Clinica Neurogenética
TRAMITE DE ORDEN DE
PROCEDIMIENTO
Preliquidacién Sello de Oficina de Contabilidad
Solicitar la preliquidacion del Preliquidacion Preliquidacién
procedimiento
Liquidacion Boleta de Pago | Ventanilla CAJA Contabilidad
Liquidar el costo del procedimiento
o] Orden con dos Ventanilla SIS SIS
Tramite de aprobacién del SIS sellos de SIS
Informacién
registrada en
REGISTRAR LOS DATOS DEL base de datos Area Clinica Servicio de
PACIENTE Solicitud de Neurogenética
procedimiento
molecular
Fs);;f]{r?ggcoez]in?iizerﬁg Ssténdar del ADN genémico Liabormisii de Soiio e
Laboratorio de Neurogenética) Neurogenética Neurogenética
Alicuota de ADN
Ziﬁ%ﬁmg‘g ,ch?gl\f\DN FAEA con y Laboratorig .de Servicio d\? )
concentracion Neurogenética Neurogenética
10 ng/uL

GENOTIPIFI_CACION DEL
MICROSATELITE CAG POR PCR
Preparar la siguiente mezcla de
reaccion para una muestra problema,
una muestra control y una muestra
blanco:

Amplificacién del microsatélite CAG
del gen ATXN1

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

Genotipo para
los alelos del
microsatélite
CAG

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA
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e DMSO 10%
e Buffer de PCR para enzima
tag platinum 1X

dNTPs 0.1mM c/u

MgClz 1.2mM

Cebador SCA1-F 0.6uM
Cebador SCA1-R 0.6uM
Enzima taq platinum 0.05
U/uL

e ADN 0.3 ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 2 minutos  de
denaturacion inicial a 94°C, 26 ciclos
de denaturacion a 94°C por 30
segundos, hibridacién a 57°C por 30
segundos, y extension a 72°C por 30
segundos; seguido por un paso de
extensién final a 72°C por 10 minutos.

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 tincidn del gel con
el protocolo de tincion argéntica
usando solucién de nitrato de plata.
Verificar que las muestran hayan sido
amplificadas correctamente.

Preparacién de placa de fragmentos
usando Termociclador Proflex

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos:
Preparar una mezcla de 9.35 pL de
Formamida 0.15 pL  Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, control y muestra blanco a
evaluarse. Dispensar 9.5 pL de la
mezcla en cada pocillo de la placa.
Afiadir 0.5 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 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 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 que
el rango de amplificacién varia entre
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100 a 500 pb, los cebadores
empleados estan marcados con 6-
FAM y que el patron de peso
molecular estd marcado con
GeneScanTM 500 LIZ.

Analisis de resultados y estimacion
del numero de repeticiones
Empleando el programa
GeneMapper™, analizar el tamafo de
los fragmentos generados. El
resultado sera un electroferograma
con picos de intensidad determinada y
separados de manera proporcional al
tamano del fragmento.

NOTA: Los productos de PCR de
microsatélites tienen una migracion
mas rapida que el ADNss debido al
alto contenido de GC por lo que
realizar la estimacién del nimero 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 electoferograma
obtenido empleando el estandar de
secuencia especifica para este
procedimiento y los
electroferogramas obtenidos por cada
muestra analizada.

REGISTRO Y REPORTE DE
PROCEDIMIENTO

Informacién
registrada en

Laboratorio de

e Registrar “Reporte de laboratorio a nase:ae:datos)y Nt_aurogenéticg Sewvigio d? .
disposicién” en base de datos Repor‘Te. de N (blolggo gene_hsta y | Neurogenética
“Genotipificaciones” genotipificacién | medico genetista)

) para SCA1
FIN
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 evaluacion médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacién pre-test, test y post-test.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

» Changgiang C, Xugian F, Shunchang S. 2018. Diagnosis of polyglutamine spinocerebellar
ataxias by polymerase chain reaction amplification and Sanger sequencing.
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ANEXO 01

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA
ESPINOCEREBELOSA TIPO 1 (SCA1)

[ TNICTO ]
|

Consentimiento Informado

|

Orden de procedimiento para estudio Genético de ataxia
espinocerebelosa tipo 1 [SCA1L)

- “

Tramite de ardan

iTiena sagurg SIS?

Ventanilla SI5 en
consultorios

L
Crden con 2 sellos
del 515

i
Genotipificacién del microsatélite
> CAG del gen ATHNI

l

Andlisis de resultados

b
Boleta de pago

Fin:
REPORTE

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA n_
GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG DEL GEN ATXN1
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GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA ATAXIA
ESPINOCEREBELOSA TIPO 10 (SCA10)

FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 10 (SCA10) a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones del pentanucleétido ATTCT, sustentada
en la evidencia cientifica vigente para este procedimiento. Expansién de la repeticion del
pentanucledtido ATTCT en el intrén 9 del gen ATXN10 (22q13).

OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones ATTCT del gen ATXN10
con una técnica basada en PCR y TP-PCR en apoyo al diagndstico de la ataxia espinocerebelosa
tipo 10 (SCA10).

AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacion obligatoria para el personal del Laboratorio del Servicio de Neurogenética
y Centro de Investigacién Bésica en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

> 81183 - ATXN10 (ataxina 10) (p. ej., ataxia espinocerebelosa) anélisis de genes, evaluacion
para detectar alelos anormales (p. €]., expandidos)

CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

> Ataxia espinocerebelosa tipo 10 (SCA10): enfermedad neurodegenerativa causada por el
microsatélite ATTCT anormalmente expandido en el gen ATXN10.

> Genotipificacion del gen ATXN10: proceso de la determinacion del genotipo de un individuo
con respecto al numero de repeticiones ATTCT en el gen ATXN10.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

» Gen ATXN10: gen ubicado en la regién autosémica 22q13.31

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

TP-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con triple cebador,

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.

Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el sujeto ha

expresado voluntariamente su intencion de participar en una prueba genética.

» Genotipificacion del pentanucleotido ATTCT por TP_PCR.

> Este procedimiento es complementario a la PCR convencional. Se aplica en casos que
resultan aparentemente homocigotos por PCR. El resultado es cualitativo, sélo determina

la presencia o ausencia de un alelo mutado mayor a 33 repeticiones ATTCT que la PCR no
pudo detectar.

YV V V¥V

Y V¥V

. REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

¥" 01 bidlogo con entrenamiento en biologia molecular.
¥" 01 técnico de laboratorio.

¥" 01 médico neurogenetista.

¥ 01 médico genetista.

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO PARA LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 10 (SCA10)
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5.3.2. MATERIALES

5.3.2.1. Implementos moleculares

» Cebador SCA10-F: 5'-6-FAM- AGAAAACAGATGGCAGAATGA -3'
» Cebador SCA10-R: 5'- GCCTGGGCAACATAGAGAGA -3

» Cebador SCA10-2: 5'-
TACGCATCCCAGTTTGAGACGGAATAGAATAGAATA
GAATAGAATAGAATAGAATAGAATAG -3’

Cebador SCA10-3: 5'- TACGCATCCCAGTTTGAGACG-3'
GeneAmp® dNTPs mix: A, T, Gy C (2.5 mM cl/u)

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

Platinum® Tag DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer
PCR 10x y MgCI2 50 mM.

% Marcador GeneScanTM 500 LIZ

+ Agua ultrapura libre de nuecleasa

o
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5.3.2.2. Reactivos quimicos

R
g

-,

Acrilamida

Bisacrilamida

TEMED

Persulfato de amonio
Tris

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8

Acido Clorhidrico
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Etanol absoluto

Acido acético

Nitrato de Plata (AgNO3)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Formaldehido 37%

Agua tridestilada

)

b

<
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~ 5.3.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 50 pL, 100 pL, 200 uL y 1000 L.
Tips con filtro 10 pL, 20 yL, 100 yL, 200 pL, 1000 pL

Tubos de PCR 0.2 mL

Tubos de centrifuga 1.5 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mL y 1.5 mL

Pisetas

Estacidn congelada para PCR

Soporte para micropipetas

e

5

%t

R/
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R
e
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5.3.2.4. Material de vidrio

Matraz aforado

Probetas

Vasos de precipitados

Pipetas 1 mL, 5 mL, 10 mL y 25 mL.
Propipetas

Frascos

Baguetas

Botellas para reactivos quimicos

D.TEJADAP.
GUIA TECNICA DE PROCEDIMIEND PARA LA ATAXIA ESPINCCEREBELOSA TIPO 10 (SCA10)
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5.3.2.5. Otros materiales

-,

..

Papel Lente

Tiras reactivas de pH

Mascarilla descartable ( N-95 y quirdrgica)

Guantes de nitrilo descartables

Mandil descartable

Gorro descartable

Botas descartables

Material de escritorio: Boligrafo, forro de pléstico, papel bond A4,
Cuaderno de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Téner
para impresora.

Papel aluminio

Parafilm

>

%e

o

o,
L

53
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o
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5.3.2.6. Equipos

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

Cabina de PCR (ESCO®)

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

Balanza analitica (Shimadzu)

Centrifuga (Eppendorf)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific y Miray)
Congeladora a -8°C/-20°C (Frigidaire)
Picocentrifuga

Vortex

Cronémetro

Computadora de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrumpida
Estabilizador
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5.3.2.7. Software

% Gen5™ version 2.0 (Biotek)

. SERVICIOS

¥’ Servicios de agua

v’ Servicio de luz

v Servicio de internet

¥ Aire acondicionado

¥" Uso del laboratorio especializado

VI. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

5 5 ,_ 'UNIDAD
N PRODU-CTQ RESPQNS;AP.LE ORGANICA
INICIO
4 | EMITIR ORDEN DE Orden de ?::i‘r? :Z;;:"s‘a Servicio de
PROCEDIMIENTO procedimiento K N . Neurogenética
médico genetista)
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TRAMITE DE ORDEN DE
PROCEDIMIENTO

Personal de Oficina

Tramitar la orden en la oficina de de Preliquidacion Contabilidad
pre liquidacion para que Boleta de Pago
coloquen los datos de pre o preliquidacion | Personal de SIS
liquidacion con VB del SIS. | admision.
Pagar Contabilidad
Ventanilla del SIS: 2 sellos Ventanilla CAJA
(ROJO y AZUL)
Formato de Personal de area
CONSENTIMIENTO consentimiento de Toma de Servicio de
INFORMADO informado Neurogenética
Muestra
firmado
EXTRACCION DE ADN
(sequn procedimiento estandar S Laboratorio de Servicio de
: ADN gendmico - .
del Laboratorio de Neurogenética Neurogenética
Neurogenética)
Alicuota de
PREPARACION DE ADN PARA | ADN con Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION concentracién Neurogenética Neurogenética
10 ng/uL
GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE ATTCT POR
PCR
Amplificacién por PCR usando
Termociclador Proflex:
Preparar la siguiente mezcla de
reaccion para una muestra Genotipo para Laboratorio de Servicio de
problema, una muestra controly | los alelos del Neurogenética Neurogenética
una muestra blanco: microsatélite
ATTCT

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

DMSO § %, 0.8 uL
Buffer de PCR para
enzima Taq platinum
1X, 1 UL
e dNTPs 0.2mM c/u, 0,8
uL
e MgClz 1.5mM, 0.3 uL
e Mix Cebador: SCA10-F
+ SCA10-R, 0.2 uM c/u,
0.1uL
e Enzima Taq Platinum
0.04 U/uL, 0.1uL
e ADN 0.5ng/uL
e Completar con agua
hasta 10ul
Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 2 minutos de
denaturacion inicial a 94°C, 30
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ciclos de denaturacion a 94°C por
30 segundos, hibridacion a 58°C
por 30 segundos, y extensién a
72°C por 45 segundos; seguido
por un paso de extension final a
72°C por 10 minutos.

Visualizacién de productos de
PCR por electroforesis vertical
en geles de poliacrilamida no
denaturante al 6%

Para solo visualizar el producto
del PCR, Utilizar una camara de
10 cm para la electroforesis y
carrer a 150V durante 75 minutos
Sembrar en cada pocillo 2uL de
producto de PCR con 2ulL de
buffer de siembra.

Preparacién de placa de
fragmentos:

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

Preparar una mezcla de 9.35 pL
de Formamida, 0.15 yL Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, control y muestra
blanco a evaluarse.

Dispensar 9.5 yL de la mezcla en
cada pocillo de la placa.

Anadir 0.5 pL del producto de
amplificacién 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
(periodos < a 24 horas) o a -20°C
(periodos > 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
informacién de la placa para que
sea reconocida por el analizador
genético.
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Para programar las condiciones
de electroforesis capilar se debe
tener en cuenta que el rango de
amplificacién varia entre 100 a
500 pb, los cebadores
empleados estan marcados con
6-FAM y que el patrén de peso
molecular esta marcado con
GeneScanTM 500 LIZ.

Analisis de resultados
¢ Resultados de PCR

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.

La estimacion del No de
repeticiones ATTCT se realiza
con la siguiente formula: #CAG=
(pb-127)/5

GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE ATTCT
POR TP-PCR

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

e Buffer de PCR para
enzima Taq Platinum
1X, 1uL

e dNTPs 0.2mM c/u, 0.8
uL

e MgClz 1.5mM, 0.3 uL

Cebador:
SCA10-F 1uM, 0.1

SCA10-2 0.1 uM,
Sca10-3 1uM, 0.1

Enzima Taq Platinum
0.075 U/uL, 0.15 uL
ADN 2 ng/uL, 2 uL
Agua ultrapura hasta
completar 10uL.

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 2 minutos de
denaturacion inicial a 94°C, 30
ciclos de denaturacién a 94°C por

Genotipos por
TP-PCR

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética
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30 segundos, hibridacién a 60°C
por 30 segundos, y extension a
72°C por 2 minutos; seguido por
un paso de extension final a 72°C
por 10 minutos.

Visualizacion de los
amplificados:

- Electroforesis en gel de
poliacrilamida no denaturante al
8%.

- Sembrar en cada pocillo 6uL de
producto de PCR con 3uL de
buffer de siembra.

- Voltaje de corrida: 200V x45
minutos

-Realizar la tincion del gel con el
protocolo de tincién argéntica
usando solucién de nitrato de
plata.

- Verificar que las muestran
hayan sido amplificadas
correctamente

Preparacion de la placa de
fragmentos usando
Termociclador Proflex:

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
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.

Analisis de resultados
Resultados de TP-PCR

Por TP-PCR se puede diferenciar
alelos de gran tamafio que por

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO PARA LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 10 (SCALQ)
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PCR no pudieron detectarse
debido a su gran tamafio.

Se debe evaluar el perfil del
electroferograma generado. Se
determina como alelo expandido
cuando el patrén de picos supera
los 276 pb

REGISTRO Y REPORTE DE rg‘;srt’;zzc’:n
PRQCEDI.MENTO . | base de datos y | Laboratorio de Servicio de
8 | Registrar "Reporte de laboratorio er .
Reporte de Neurogenética Neurogenética

a disposicion” en base de datos

“Genotipificaciones”. gereliplcacion

para ATXN10

FIN

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 evaluacion pre-test, test y post-test.
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ANEXO 01: PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS

ANEXO 02: FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA ATAXIA *

TIPO 10
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ANEXO 01
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS
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POUACRILAMIDA 21% TBE 10X
Biz scrilamids g Triz S
Aerilamida 1= #cido Borica 2755
H20., hasta 100 mL ECTAQSM pH B0 Z0ml
HiOuee hasts 500 mL

POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AE 6%

{Stodk de trabaja) TBE 1%
Polizcrilamida , A
oy 6 ml TSE 10K 150 mL
Ty TEE 10K EimL O 900 mL
H20. 1i8mb

POLEACRILAMICA NO DENATURANTE AL B2

{Stodk de trabaja)

;ﬁ:ﬂ:ﬁlamm & miL

TBE1CK ZimlL

Feias 119ml
TINCION ARGENTICA

SOLLCION & [Fijecion) SOLUCION B SOLUCION C [Revelndo}
[Fincicn)
Arida acética imt Nitrato 23g Hidrawido de sodia 3g
deplata
Hleohol sbzaluma 15 mL H204 has= 350 ml H2 0 hasta S50 ml
H20:, hases 150 mL Agrezar Formaldehido sl 375 Imi
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ANEXO 02
FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA
PRUEBA GENETICA ATAXIA TIPO 10

INICIO
Orden de procedimiento para estudio
genético de la SCA1D

Tramite de orden de
procedimiento
iTiene seguro?

Orden con dos sellos
del SIS

!

Consertimiento
Informado

!

Genotipificacion del microsatélite ATTCT del gen
ATXN10

!

Analisis de resultados

Caja

|

FIN

Reporte de Laboratorio
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FINALIDAD

Apovyar el diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 3 (SCA3) a través de una guia
técnica para la genotipificacién del nimero de repeticiones CAG del gen ATXN3, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacién del nimero de repeticiones CAG del gen ATXN3 con

una técnica basada en PCR y TP-PCR en apoyo al diagndstico de la ataxia espinocerebelosa tipo 3
(SCA3).

AMBITO DE APLICACION

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

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

> 81180 - ATXN3 (ataxina 3) (p. €j., ataxia espinocerebelosa, enfermedad de Machado-
Joseph) anélisis de genes, evaluacion para detectar alelos

CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

> Ataxia espinocerebelosa tipo 3 (SCA3). enfermedad neurodegenerativa causada por el
microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXNS.

» Genotipificacién del gen ATXN3: proceso de la determinacion del genotipo de un individuo
con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen ATXN3.

. CONCEPTOS BASICOS

» Gen ATXN3: gen ubicado en la region autosémica 14932.12

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

TP-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con cebador de triple cebador.

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: &cido Desoxirribonucleico.

Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el sujeto ha
expresado voluntariamente su intencion de participar en una prueba genética.
GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG POR TP-PCR

Este procedimiento es complementario a la PCR convencional. Se aplica en  casos que
resultan aparentemente homocigotos por PCR. El resultado es cualitativo, sélo determina
la presencia o ausencia de un alelo mutado mayor a 60 repeticiones CAG que la PCR no
pudo detectar.

>
>
>

. REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

¥ 01 bislogo con entrenamiento en biologia molecular.
¥ 01 técnico de laboratorio.

¥" 01 médico neurogenetista.

¥ 01 médico genetista.
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5.3.2. MATERIALES

5.3.2.1. Implementos moleculares
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% Cebador MJD52 (Forward): 5 — CCA GTG ACT ACT TTG ATT CG -
3 |

» Cebador MJD25 (Reverse): 5 — TGG CCT TTC ACATGG ATG TGA

A-3

Cebador ForTail: 5'-TACGCATCCCAGTTTGAGACG-3’

Cebador IntRep: 5'-

TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGCAGCAGCAGCAG-3’

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

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

Platinum® Taq DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). incluye: Buffer

PCR 10x y MgCI2 50 mM.

» Marcador de peso molecular de 10 pb

Agua ultrapura libre de nuecleasa
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5.3.2.2. Reactivos quimicos

X3

2%

Acrilamida

Bisacrilamida

TEMED

Persulfato de amonio
Trizma base

Acido bérico
EDTA0.5MpH 8

Acido Clorhidrico
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Etanol absoluto

Acido acético

Nitrato de Plata (AgNO3)
Hidréxido de sodio (NaOH)
Formaldehido 37%

Agua tridestilada
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5.3.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 50 pL, 100 pL, 200 uL y 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL, 1000 pL

Tubos de PCR 0.2 mL

Tubos de centrifuga 1.5 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mLy 1.5 mL

Pisetas

Estacién congelada para PCR

Soporte para micropipetas

0,
A

3

R

e

A%

e

RS

7
0.0

2,
R

X3

%

R
0.0

5.3.2.4. Material de vidrio

Matraz aforado

Probetas

» Vasos de precipitados

» Pipetas 1 mL, 5 mL, 10 mLy 25 mL.
» Propipetas

» Frascos
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% Baguetas
<+ Botellas para reactivos quimicos

5.3.2.5. Otros materiales

<,
L

Papel Lente

Tiras reactivas de pH

Mascarilla descartable ( N-95 y quirdrgica)

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.

< Papel aluminio

Parafilm

>3

o

2o

S

o,
0‘.
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5.3.2.6. Equipos

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Espectrofotdmetro Epoch (Biotek)

Cabina de PCR (ESCO®)

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

Balanza analitica (Shimadzu)

Centrifuga (Eppendorf)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific y Miray)
Congeladora a -8°C/-20°C (Frigidaire)
Picocentrifuga

Vortex

Crondémetro

Computadora de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrumpida
Estabilizador
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5.3.2.7. Software
% Gen5™ version 2.0 (Biotek)

. SERVICIOS

v’ Servicios de agua

v" Servicio de luz

v" Servicio de internet

v" Aire acondicionado

v" Uso del laboratorio especializado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Este estudio requiere que se incluya un procedimiento TP-PCR para descartar casos de
homoalelismo.
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INICIO
Meédico especialista .
1 EMITIR ORDEN DE Orden de (neurogenetista Servicio de
PROCEDIMIENTO procedimiento g .. Neurogenética
médico genetista)
TRAMITE DE ORDEN DE
PROCEDIMIENTO Personal de Oficina
Tramitar la orden en la oficina de de Preliquidacion Contabilidad
pre liquidacién para que Boleta de Pago
2 | coloquen los datos de pre o preliquidacion | Personal de SIS
liguidacion con VB del SIS. | admision.
Pagar Contabilidad
Ventanilla del SIS: 2 sellos Ventanilla CAJA
' (ROJO y AZUL)
Fanmaiads Médico especialista
3 CONSENTIMIENTO consentimiento (neurogenetists Servicio de
INFORMADO informado . - Neurogenética
médico genetista)
firmado
EXTRACCION DE ADN
(segun procedimiento estandar - Laboratorio de Servicio de
4 = ADN gendmico o "
del Laboratorio de Neurogenética Neurogenética
Neurogenética)
Alicuota de
5 PREPARACION DE ADN PARA | ADN con Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION concentracion Neurogenética Neurogenética
10 ng/uL
6 | GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE CAG POR
PCR
Amplificacion por PCR usando
Termociclador Proflex:
of(\\ Preparar la siguiente mezcla de
X \"a reaccion para una muestra
4 |12\ problema, una muestra control y
1 E/Z || una muestra blanco: Genoi
g <Q:,Q// enotipo para
%5 . los alelos del Laboratorio de Servicio de
=1 | Enla cabina de PCR, preparar ; g st -
. microsatélite Neurogenética Neurogenética
10 uL de mezcla de reaccion con CAG
las siguientes concentraciones
finales para cada muestra:
e DMSO10%,1Ul
e Buffer de PCR para
enzima Taq platinum
1X, 1 Ul
e dNTPs 0.15mM c/u, 0,6
ul
e MgClz 1.5mM, 0.3 Ul
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e Mix Cebador: MJD52 +
MJD25 1 uM cfu, 0.5Ul

e Enzima Taq Platinum
0.05 U/uL, 0.1UI

e ADN 0.3 ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 2 minutos de
denaturacién inicial a 94°C, 28
ciclos de denaturacién a 94°C por
30 segundos, hibridacion a
58.9°C por 30 segundos, Y
extension a 72°C por 60
segundos; seguido por un paso
de extension final a 72°C por 10
minutos.

Visualizacién de productos de
PCR por electroforesis vertical
en geles de poliacrilamida no
denaturante al 6%

Utilizar una camara de 30 cm
para la electroforesis y correr a
150V durante 30 minutos
Sembrar en cada pocillo 2uL de
producto de PCR con 2ulL de
buffer de siembra.

Para Genotipar:

Prepara un gel de poliacrilamida
al 6% no denaturante y correr en
la camara de 20cm.

-Preparar mezcla de marcadores
de Inferencia y sembrar como se
indica:

Mix de C | Volu Volu
marcad U men men
ores G de de
mues | Buffer
tra de
(uL) | siemb
ra
(pL)
; 1 7
Mix 1 5 6 6
; 3 7
Mix 2 Z 5 6
I 5 6
Mix 3 5 5 5
; T 7
Mix 4 8 5 6
! 9 6
Mix 5 10 5 5

Volumen de la muestra problema
entre 2- 5 uL, dependiendo de
cémo se visualice en la 1ra.
corrida
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Voltaje de corrida:

e 300V x 20 min.

e 200Vx 40 min.

e 150V hasta que el Xilen
Cianol se desplace a
6cm del borde de la
placa de corrida.

Realizar la tincién del gel con el
protocolo de tincién argéntica
usando solucién de nitrato de
plata.
Estimacién del nimero de
repeticiones CAG

Obtener una imagen digital del gel
de poliacrilamida.

Con ayuda del programa Gel
analyzer determinar una curva de
calibracién usando los valores de
genotipo de las muestras
marcadoras. Para esto se
selecciona en el gel las bandas
correspondientes a los alelos de
cada muestra. El programa
calcula la curva de calibracién y la
ecuacion de la misma en base a
la distancia que cada banda
(alelo) migra en el gel.

El programa obtiene por analisis
de regresion lineal el nimero de
repeticiones CAG de las muestras
problema.

GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE CAG POR
TP-PCR

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

DMSQ 6 %, 0.6 uL
Buffer de PCR para
enzima Taq platinum

1%, 1ulL
e dNTPs 0.2mM c/u, 0.8
uL
MgClz 1.5mM, 0.3 uL
e Cebador:

MJD25R 0.2uM, 0,1uL
For Tail 0.2 uM ,0.1 uL
IntRep 0.06 uM,
0.12uL

e Enzima Taq Platinum
0.04 U/uL, 0.08 uL

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO PARA LA GENOTIPIFICACION DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 3 (SCA3)
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e ADN 1 ng/uL, 1-2uL
e Agua ultrapura hasta
completar 10uL.

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 2 minutos de
denaturacion inicial a 94°C, 30
ciclos de denaturacién a 94°C por
30 segundos, hibridacién a 62°C
por 30 segundos, y extension a
72°C por 45 segundos; seguido
por un paso de extension final a
72°C por 10 minutos.

Electroforesis en gel de
poliacrilamida no denaturante al
10%.

Sembrar en cada pocillo 8uL de
producto de PCR con 2uL de
buffer de siembra.

Voltaje de corrida:
e 200V x 1:30 hora
e Correr hasta que el Xilen
Cianol se desplace a
4cm del borde de la
placa de corrida.

Realizar la tincion del gel con el
protocolo de tincion argéntica
usando solucion de nitrato de
plata.

Determinacion del genotipo

Establecer una linea limite de
normalidad a una altura
correspondiente a 228 pb.

La muestra positiva mostrara un
patrén de bandas en escalera
gue supera el limite de
normalidad. En el caso de una
muestra negativa este patrén no
superara el limite de normalidad.

El genotipo de las muestras
problemas se determinara segun
el patron de bandas que
presente en comparacion con las
muestras control.

Informacion

REGISTRO Y REPORTE DE X
PROCEDIMIENTO breg]s;ragaten Laboratorio d Servicio de
8 | Registrar “Reporte de laboratorio peedainalany | SOOEANE S i -
a disposicién” en base de datos Reporte de Neurogenética Neurogenética
55 e i genotipificacion
Genotipificaciones”. para SCA3
FIN
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VIL. 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 evaluacion médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.

VIl REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

» Paulson H, Shakkottai V. Spinocerebellar Ataxia Type 3. 1998 Oct 10 [Updated 2020 Jun
4]. In: Adam MP, Ardinger HH, Pagon RA, et al., editors. GeneReviews® [Internet]. Seattle
(WA):  University of Washington, Seattle; 1993-2021.  Available  from:
https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK1196.

IX. ANEXO

ANEXO 01: PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS
ANEXO 02: FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA PARA SCA3

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO PARA LA GENOTIPIFICACION DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 3 (SCA3) r
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ANEXO 01
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS
POLIACRILAMIDA 21% TBE 10X

Biz acrilamida 20g Tris Sdg
Acrilamidz 1g Acido Bérico 275g
H2044q hizstz 100 mL EDTAD.5M pH 2.0 20ml

H:0ys hiasta 500 mL
POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 6%
[Stock de trabajo]
~ - ¢

Polizcrilamida

My &6mL TBE 10% 100 mL
TEBE 10X 21mL HaOua 500 mL
H2 0w 119mL

POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 10%

(Stock de trabajo])

Paofiacrilamida

2124 10 mL
TBE 20X 21imL

HaDuu 29 mL

Soluciones para tincion Argéntica
SOLUCION A [Fijacitin} SOLUCION B SOLUCION C (Revelada)
[Tincién)
N Acido acético imL Nitrato 03z Hidréxido de sadia 3z
it de plata
i)
F15 : Alcohol sbsoluto 40 mL H20u4 hasta 150 mlL H20.u: hasta 150 mL
H20.u¢ hasta 150 ml Agregar Formaldehido al 373 Imb
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ANEXO 02

FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA PARA SCA3

Caja

INICID
Orden de procedimiento para esfudio
genético de SCA3

Tramite de orden de
procedimiento
i Tiene seguro?

l

Orden con dos sellos
del SIS

!

Consentimiento

Informado

|

Genotipificacion
SCA3

!

Genotipo determinado

|

FIN
Reporte de Laboratorio
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L FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de la Atrofia dentato-rubro-pdlido-luisiana, a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATN1, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

. OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen ATN1 en
apoyo al diagndstico de la Atrofia dentato-rubro-palido-luisiana.

. AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacién obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del Servicio
de Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas.

Iv. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

» 81177 - ATN1 (atrofinat) (p. ej., atrofia dentorubropalidoluisiana) analisis de genes,
evaluacion para detectar alelos anormales (p. €j., expandidos)

V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

» 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 ATN1: proceso de la determinacion del genotipo de un individuo
con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen ATN1.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

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

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

» 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 0

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 creacién de aminoécidos que generaran proteinas para el

funcionamiento de un organismo.

5.3.1. RECURSOS HUMANOS

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

v' 01 médico genetista.

v' 01 médico neurdlogo.

D. TEJADAP.
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5.3.2. MATERIALES

5.3.2.1. Implementos moleculares

Cebador DRPLA-F: 5'-6-FAM-CCCAGTCCACCGCCCACCCACCA-3'

Cebador DRPLA-R: 5'- TGCTCCAGGAGGAGGGGGCCCAGA-3'

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

DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

< Agua ultrapura libre de nucleasa

% Platinum® Taq 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
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5.3.2.2. Reactivos quimicos

+% Acrilamida

—~ < Bisacrilamida

% Nitrato de Plata
TEMED
Persulfato de amonio
Tris base
Acido boérico
EDTA 0.5M pH 8
Xilencianol
Azul de Bromofenol
Glicerol
Formamida
Etanol absoluto
Acido acético
Hidréxido de sodio
Formaldehido 37%
Agua tridestilada
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0.0
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5.3.2.3. Material de plastico

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

Tubos de PCR de tapa conica 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
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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.

5.3.2.4. Material de vidrio
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5.3.2.5. Otros materiales

£
0.0

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, Toner
para impresora, archivador, sello, tintero para huella digital.

» DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

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

Termociclador Proflex (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 4°C (Thermo Scientific)

% Refrigeradores a 4°C (Miray)

% Congeladora a -20°C (Miray)

< Picocentrifuga

% Vortex

% Cronémetro

% Computadoras de escritorio

% Impresora

% Sistema de alimentacion eléctrica ininterrupida

% Estabilizador
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Software

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

5.3.3. SERVICIOS

¥ Servicios de agua
¥ Servicio de luz

v Servicio de internet
¥ Aire acondicionado

v’ Uso del laboratorio especializado

VI. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

- INICIO
Documento de
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO Consentimiento Area Clinica Servicio de
PARA ESTUDIO GENETICO Informado Neurogenética
firmado
EMITIR ORDEN DE -
2 | PROCEDIMIENTO Crdapan Area Clinica c—
procedimiento Neurogenética
TRAMITE DE ORDEN DE
223;55:22‘;1\”0 Sello de Unidad de
Solicitar la preliquidacion del Preliguidacion Preliquidacion Contabilidad
3 procedimients Boleta de Pago Contabilidad
LagidaciEn Ventanilla CAJA
Liquidar el costo del procedimiento Qrer ton dos SIB
o 9 P sellos de SIS | Ventanilla SIS
Tramite de aprobacion del SIS
Informacion
registrada en
4 REGISTRAR LOS DATOS DEL base de datos Area Clinica Servicio de
PACIENTE Solicitud de Neurogenética
procedimiento
molecular
EXTRACCION DE ADN . o
; o . i Laboratorio de Servicio de
(segun procedimiento estandar del ADN genoémico Lo :
: e Neurogenética Neurogenética
Laboratorio de Neurogenética)
PREPARACION DE ADN PARA ?(LI:UOta do AN Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION . : "
concentracion Neurogenética Neurogenética -
10 ng/uL
GENOTIPIFICACION DEL e
MICROSATELITE CAG POR PCR .
Preparar la siguiente mezcla de Gonalipo pars
o los alelos del Laboratorio de Servicio de
7 | reaccién para una muestra problema, : ] s .
microsatélite Neurogenética Neurogenética
una muestra control y una muestra CAG
blanco:
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Amplificacion del microsatélite CAG
del gen ATN1

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

 "Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeresy Hombres” i Siempre
"Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional” : i com elpueblo

DMSO 10%

Buffer de PCR para enzima
taq platinum 1X

dNTPs 0.2mM cfu

MgClz 1.5 mM

Cebador DRPLA-F 0.5uM
Cebador DRPLA-R 0.5uM
Enzima taq platinum 0.05
UL

e ADN 1 ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 2 minutos de
a denaturacion inicial a 94°C, 30 ciclos
de denaturacion a 94°C por 30
segundos, hibridacién a 60°C por 30
segundos, y extensién a 72°C por 30
segundos; seguido por un paso de
extension 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 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 solucién de nitrato de plata.
| Verificar que las muestran hayan sido
; amplificadas correctamente.

)Dreparacién de placa de fragmentos
. | usando Termociclador Proflex

En una placa compatible con el equipo
proceder con los siguientes pasos:
Preparar una mezcla de 9.35 pL de
Formamida 0.15 uL Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, control y muestra blanco a
evaluarse. Dispensar 9.5 pL de la
mezcla en cada pocillo de la placa.
Afiadir 0.5 L 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.

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO PARA LA GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG DEL GEN ATN1 n_-
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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 informacién de la placa
para que 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 estan marcados con 6-
FAM y que el patrén de peso
molecular esta marcado con
GeneScanTM 500 LIZ.

Anélisis de resultados y estimacion
del niimero de repeticiones
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
tamano del fragmento.

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

Para calcular el nimero de
repeticiones de un alelo desconocido,
se debe comparar el electoferograma
obtenido empleando el estandar de
secuencia especifica para este
procedimiento y los
electroferogramas obtenidos por cada

. muestra analizada.

: REGISTRO Y REPORTE DE

PROCEDIMIENTO

Informacion
registrada en

Laboratorio de

: i : base de datosy | Neurogenética Servicio de
e Registrar “Reporte de laboratorio a ] ; e
: i Reporte de (biologo genetista y Neurogenética
disposicién” en base de datos - . : !
“Genofipificaciones” genotipificacién | medico genetista)
) para DRPLA
FIN

D. TEJADA

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENG PARA LA GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG DEL GEN ATN1




S §<PERU | Ministerio e P
@ HER de Saiud
Vil

‘im “Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres” ".Siempre
£ “Afo del Fartalecimiento de la Soberania Nacional” 4 wneipueblo -
Il. 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 evaluacion pre-test, test y post-test.

VIl REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

» Sulek-Piatkowska A, et al. 2008. Searching for mutation in the JPH3, ATN1 and TBP genes
in Polish patients suspected of Huntington's disease and without mutation in the IT15 gene.
Neurol Neurochir Pol. 42(3):203-9.

IX. ANEXO

ANEXO 01: FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA
ATROFIA DENTATO-RUBRO-PALIDO-LUISIANA (DRPLA)
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ANEXO 01

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA
ATROFIA DENTATO-RUBRO-PALIDO-LUISIANA (DRPLA)

| [ INICIC J
!

Consentimiento Informado

!

Orden de procedimiento para estudio Genético de
ATROFIA DENTATO-RUBRO-PALIDO-LUISIANA {SCAB)

P _ l

No

Tramite de orden

Caja

iTiene seguro 5157

E Ventanilla SIS en

consultorios

!

Orden con 2 sellos
del SIS

I

Genotipificacion del microsatélite
CAG del gen ATN1

v
’ Boleta de pago

¥
Analisis de resultados \

I

‘ Fin:
D. TEJADAP. REPORTE
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GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE CAG DEL GEN PPP2R2B

L FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 12 (SCA12) a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones del trinucledtido CAG, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

. OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen PPP2R2B con
una técnica basada en PCR, en apoyo al diagnéstico de la ataxia espinocerebelosa tipo 12 (SCA12).

. AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacién obligatoria para el personal del Laboratorio del Servicio de Neurogenética
. y Centro de Investigacion Béasica en Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas.

v. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

» 81343 - PPP2R2B (proteina fosfatasa 2 subunidad reguladora beta) (p. ej., ataxia
espinocerebelosa) analisis de genes, evaluacion para detectar alelos anormales (p. €j.,
expandidos)

V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

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

> Genoatipificacion del gen PPP2R2B: proceso de la determinacién del genotipo de un
individuo con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen PPP2R2B.

. CONCEPTOS BASICOS

» Gen PPP2R2B: gen ubicado en el cromosoma 5932
Y » PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
> 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.

'3 REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

¥ 01 biélogo con entrenamiento en biologia molecular.
¥ 01 técnico de laboratorio.

¥v' 01 médico neurogenetista.

¥ 01 médico genetista.

5.3.2. MATERIALES

5.3.2.1. Implementos moleculares

Secuencias de cebadores de PCR:

% Cebador SCA12F: (IRD-700-5"- TGCTGGGAAAGAGTCGTG- 3)
% Cebador SCA12R: (5 CAGCGCACTCACCCTCAC-3')

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA .I
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& GeneAmp® dNTPs mix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u

% Platinum® Taq DNA polymerase 5 U/pL (Invitrogen). Incluye: Buffer
PCR 10x y MgCI2 50 mM.

< GeneScan™ 500 LIZ™

% Agua ultrapura libre de nucleasas

5.3.2.2. Reactivos quimicos

2,
...

Acrilamida

Bisacrilamida

TEMED

Persulfato de amonio
Tris

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8

Acido Clorhidrico
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Etanol absoluto

Acido acético

Nitrato de Plata (AgNQO3)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Formaldehido 37%

Agua tridestilada

e
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5.3.2.3. Material de plastico

Micropipetas 10 uL, 20 pL, 50 uL, 100 pL, 200 pLy 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 uL, 100 pL, 200 pL, 1000 pL

Tubos de PCR 0.2 mL

Tubos de centrifuga 1.5 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mLy 1.5 mL

Pisetas

Estacion congelada para PCR

Soporte para micropipetas
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5.3.2.4. Material de vidrio

Matraz aforado

Probetas

Vasos de precipitados

Pipetas 1 mL, 5mL, 10 mLy 25 mL.
Propipetas

Frascos

Baguetas

Botellas para reactivos quimicos

53
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9,
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5,
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&,
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%
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5.3.2.5. Otros materiales

2,
0.0

Papel Lente

Tiras reactivas de pH

Mascarilla descartable ( N-95 y quirdrgica)
Guantes de nitrilo descartables

Mandil descartable

Gorro descartable
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< Botas descartables
% Material de escritorio: Boligrafo, forro de plastico, papel bond A4,
Cuaderno de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Toner
para impresora.

Papel aluminio

Parafilm

2o

%

503

b

5.3.2.6. Equipos

0,
.0

-,

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

Cabina de PCR (ESCO®)

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

Balanza analitica (Shimadzu)

Centrifuga (Eppendorf)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific y Miray)
Congeladora a 8°C/-20°C (Frigidaire)
Picocentrifuga

Vortex

Cronémetro

Computadora de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacién eléctrica ininterrumpida
Estabilizador
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5.3.2.7. Software

% Gen5™ version 2.0 (Biotek)

5.3.3. SERVICIOS

¥ Servicios de agua

v Servicio de luz

¥ Servicio de internet

¥ Aire acondicionado

v Uso del laboratorio especializado

VL. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

L

INICIO

EMITIR ORDEN DE Orden de '(Vr';ﬂ‘r";’ggﬁzx';"s‘a Senvicio de
PROCEDIMIENTO procedimiento médico genetista) Neurogenética
TRAMITE DE ORDEN DE
PROCEDIMIENTO Personal de Oficina
Tramitar la orden en la oficina de de Preliguidacion Contabilidad
pre liguidacion para que Boleta de Pago

2 | cologuen los datos de pre o Preliquidacion | Personal de SIS
liquidacion con VB del SIS. | admisién.
Pagar Contabilidad
Ventanilla del SIS: 2 sellos Ventanilla CAJA
(ROJO y AZUL)
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CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Formato de
consentimiento
informado
firmado

Personal de area

de Toma de
Muestra

Servicio de
Neurogenética

EXTRACCION DE ADN

(seguin procedimiento estandar
del Laboratorio de

Neurogenética)

ADN genémico

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

PREPARACION DE ADN PARA
GENOTIPIFICACION

Alicuota de
ADN con 40 ng

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

GENOT!PlFl,CACION DEL
MICROSATELITE CAG POR
PCR

Amplificacién por PCR usando
Termociclador Proflex:
Preparar la siguiente mezcla de
reaccién para una muestra
problema, una muestra control y
una muestra blanco:

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

e Buffer de PCR para
enzima Tagq platinum
1X, 1 U/uL
e dNTPs 0.2mM c/u, 0,8
ul
e MgClz 1.5mM, 0.3 uL
e Mix Cebador: 1pM de
SCA12F +10pMde
SCA12R
e Enzima Tag Platinum
0.04 U/uL, 0.1uL
e ADN 0.5ng/uL
e Completar con agua
hasta 10ul
Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 2 minutos de
denaturacion inicial a 94°C, 33
ciclos de denaturacién a 95°C por
45 segundos, hibridacién a 60°C
por 30 segundos, y extension a
72°C por 45 segundos; seguido
por un paso de extension final a

krt\;f2°C por 10 minutos.

>

2\ E\fisualizacién de productos de
/FPCR por electroforesis vertical

n geles de poliacrilamida no

" denaturante al 6%

Para solo visualizar el producto
del PCR, Utilizar una camara de
10 cm para la electroforesis y
correr a 150V durante 75 minutos
Sembrar en cada pocillo 2uL de
producto de PCR con 2uL de
buffer de siembra.

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA
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Preparacion de placa de
fragmentos:

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

Preparar una mezcla de 9.35 pL
de Formamida, 0.15 pL Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, control y muestra
blanco a evaluarse.

Dispensar 9.5 L de la mezcla en
cada pocillo de la placa.

Afadir 0.5 pL del producto de
amplificacién obtenido en las
reaccién de PCR.

Denaturalizar las muestras a
98°C por 5 minutos.

Guardar la placa a 4°C hasta
introducirla al analizador
(periodos < a 24 horas) o a -20°C
(periodos > 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 que el rango de
amplificacién varia entre 100 a
500 pb, los cebadores
empleados estan marcados con
6-FAM y que el patron de peso
molecular esta marcado con
GeneScanTM 500 LIZ.

Analisis de resultados y
estimacién del nimero de
repeticiones CAG

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

NOTA: Los productos de PCR de
microsatélites tienen una
migracién mas rapida que el
ADNss debido al alto contenido

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO PARA LA
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de GC por lo que realizar la
estimacién del nimero 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 electoferograma obtenido
empleando el estandar de
secuencia especifica para este
procedimiento y los
electroferogramas obtenidos por
cada muestra analizada

REGISTRO Y REPORTE DE Informacion
PROCEDIMIENTO registrada en
Registrar “Reporte de laboratorio 2 | base de datosy* | Laboratorio de Servicio de
disposicion” en base de datos Reporte de Neurogenética Neurogenética
“Genotipificaciones”. genotipificacién
para SCA12
FIN

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 evaluacion pre-test, test y post-test.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

» Cholfin JA, Sobrido M, Perlman S, Pulst SM, Geschwind DH. The SCA12 Mutation as a
Rare Cause of Spinocerebellar Ataxia.
doi:10.1001/archneur.58.11.1833

» Bird TD. Hereditary Ataxia Overview. 1998 Oct 28 [Updated 2019 Jul 25]. In: Adam MP,
Ardinger HH, Pagon RA, et al., editors. GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University

of Washington,

Seattle;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1138/

ANEXOS

<ANEXO 01; PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELETROFORESIS
) 'A EXO 02: FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA SCA12

Arch Neurol.

1993-2021.

2001;58 (11):1833-1835.

Available from:
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ANEXO 01
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELETROFORESIS

POLIACRILAMIDA Z1% TBE 10X
Bis acrilamida 20g Tris 54g
Acrilamida lg Acido Bérico 275¢g
H20us hasta 100 mL EDTAQSMpHEB.0 20ml
HaOusa h2sta 500 mL R

POLIACRILANIIDA NO DENATURANTE AL 6%

{Stock de trabajo) TBE 1X
F= Poliacrilamida
smbL |
215 m TBE 10X 100 mL
TBE 10X 2.1mL HiOuaa 800 mL
H20%s 11.9mlL

POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 8%

{Stock de trabajo)
Poliacrifami

oliacrilamida gml
21%
TBE 10X 2.1mL

%ua 11.8mL
"“'QS."?/V
"«% \"m

=15

'@@bw ARGENTICA
£ u?g?aé*“

.7 SOLUCION A [Fijacion) SOLUCION B SOLUCION C {Revelado)
[Tincidn}
Acido acético 1mL Nitrato 03g Hidroxido de sodic 3g
de plata
“Aiconol absoluto | 10mL F204eg hasta 150 mL 7 H2Ouehastz 150mL -
H2C.uu hasts 150 mL Agregar Formaldehido al 37% . 1mlL
- _ E——
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ANEXO 02
FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA SCA12

INICIO
Orden de procedimiento para estudio
genético de la SCA12

Tramite de orden de
procedimiento
; Tiene seguro?

Caja J

Orden con dos sellos
del SIS

i \ Consentimiento
Informado

Genotipificacion del microsatélite CAG del gen
PPP2R2B

'

F\néﬁsis de resuitadcﬂ

!

FIN
Reporte de L aboratorio

D. TEJADAP.
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. FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular de la ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCA17) a través de una guia
técnica para la genotipificacion del nimero de repeticiones CAGICAA del gen TBP, sustentada en
la evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

|8 OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG/CAA del gen TBP con
una técnica basada en PCR en apoyo al diagnéstico de la ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCA17).

lil. AMBITO DE APLICACION

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

v, NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

> 81344 - TBP (proteina de union a caja TATA) (p. ., ataxia espinocerebelosa) analisis de
genes, evaluacion para detectar anomalias (p. gj., expandidos)

V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

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

» Genotipificacién del gen TBP: proceso de la determinacion del genotipo de un individuo con
respecto al nimero de repeticiones CAG/CAA en el gen TBP.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

» Gen TBP: gen ubicado en el cromosoma 6927

» PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

» 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.

5.3. REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

¥ 01 bidlogo con entrenamiento en biologia molecular.
¥ 01 técnico de laboratorio.

¥ 01 médico neurogenetista.

v 01 médico genetista.

5.3.2. MATERIALES
5.3.2.1. Implementos moleculares

Cebador 1: SCA17 F( 6FAM- 5'GACCCACAGCCTATTCAGA- 3"
Cebador 2 : SCA17R (5’-GGGACGTI‘GACTGCTGAAC-3’)
GeneAmp® dNTPs mix: A, T, G y C (2.5 mM c/u)

Platinum® Taq DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer
PCR 10x y MgCl2 50 mM.

Marcador de peso molecular de 10 pb

Agua ultrapura libre de nuecleasa
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'5.3.2.2. Reactivos quimicos

5.3.2.3.

5.3.2.4.
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Acrilamida

Bisacrilamida

TEMED

Persulfato de amonio
Trizma base

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8

Acido Clorhidrico
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Etanol absoluto

Acido acético

Nitrato de Plata (AgNO3)
Hidréxido de sodio (NaOH)
Formaldehido 37%

Agua tridestilada

Material de plastico

9,
Pocd

3

%

2,
o

.,
0.0

o
e

2,
0.0

2,
R

*,
0.0

Micropipetas 10 pL, 20 pL, 50 L, 100 pL, 200 pL y 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 L, 100 uL, 200 pL, 1000 pL

Tubos de PCR 0.2 mL

Tubos de centrifuga 1.5 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mLy 1.5 mL

Pisetas

Estacion congelada para PCR

Soporte para micropipetas

Material de vidrio

2,
C..

*
0’0

X3

2

o,
0..

X3

R

o,
0’0

e

2

7
‘.0

Matraz aforado

Probetas

Vasos de precipitados

Pipetas 1 mL, 5 mL, 10mLy 25 mL.
Propipetas

Frascos

Baguetas

Botellas para reactivos quimicos

Otros materiales

o,
.‘0

o,
o

o, 9,
., .'. 0’0

&,
0.'

-,
0.’

K7
0.0

7
0.0

)
.‘.

.
o

Papel Lente

Tiras reactivas de pH

Mascarilla descartable ( N-95 y quirdrgica)

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, Toéner
para impresora.

Papel aluminio

Parafilm
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Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Espectrofotometro Epoch (Biotek)

Cabina de PCR (ESCO®)

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

Balanza analitica (Shimadzu)

Centrifuga (Eppendorf)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific y Miray)
Congeladora a -8°C/-20°C (Frigidaire)
Picocentrifuga

Voértex

Cronémetro

Computadora de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrumpida
Estabilizador

5.3.2.6. Equipos
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5.3.2.7. Software
£ Gen5™ version 2.0 (Biotek)

5.3.3. SERVICIOS

¥ Servicios de agua

¥ Servicio de luz

v Servicio de internet

¥ Aire acondicionado

¥ Uso del laboratorio especializado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

INICIO
EMITIR ORDEN DE Orden de Meédico especialista | goricio e
| PROCEDIMIENTO orocedimiento | (NEUrO9SNCISE | Neurogenética
\ médico genetista)
| TRAMITE DE ORDEN DE
| PROCEDIMIENTO Personal de Oficina
/| Tramitar la orden en la oficina de de Preliquidacion Contabilidad
| pre liquidacion para que Boleta de Pago
cologuen los datos de pre o preliquidacion Personal de SIS
liquidacion con VB del SIS. | admision.
Pagar Contabilidad
Ventanilla del SIS: 2 sellos Ventanilla CAJA
(ROJO y AZUL)
o7 Formato de i -
. TEJAOAP , | CONSENTIMENTO ceertrsin | ooleereRpCRNE | sonigin db
INFORMADO informado (neurogenelista, | Noyrogenética
médico genetista)
firmado
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EXTRACCION DE ADN

(segun procedimiento estandar
del Laboratorio de

Neurogenética)

ADN gendémico

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

PREPARACION DE ADN PARA
GENOTIPIFICACION

Alicuota de
ADN con
concentracion
10 ng/uL

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética

GENOTIPIFICACION DEL
MICROSATELITE CAG/CAA
POR PCR

Amplificacion por PCR usando
Termociclador Proflex:
Preparar la siguiente mezcla de
reaccion para una muestra
problema, una muestra control y
una muestra blanco:

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

e Buffer de PCR para
enzima Taq platinum
1X,1 Ul

e dNTPs 0.2mM clu, 0,6
ul

e MgCl21.5mM, 0.3 Ul
Mix Cebador: SCA17 F
+ SCA17 R, 1 uMclu,
0.5Ul

e Enzima Taq Platinum
0.05 U/uL, 0.1Ul

e ADN 10 ng/uL

Emplear el siguiente programa de
amplificacién: 2 minutos de
denaturacién inicial a 94°C, 40
ciclos de denaturacién a 95°C por
1 minuto, hibridacién a 60°C por 1
minuto, y extensién a 72°C por 60
segundos; seguido por un paso
de extension final a 72°C por 10
minutos.

Visualizacion de productos de
PCR por electroforesis vertical
en geles de poliacrilamida no
denaturante al 6%

correr a 150V durante 30 minutos
Sembrar en cada pocillo 2uL de
producto de PCR con 2ulL de
buffer de siembra.

Genotipo para
los alelos del
microsatélite
CAG/CAA

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética
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PERU | Ministerio

de Salud

“Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres”
“Afio del Fortalecimiento de la Saberania Nacional”

| Siempre
| emapueblo

Preparacidn de placa de
fragmentos:

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

Preparar una mezcla de 9.35 pL
de Formamida, 0.15 uL Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada
muestra, control y muestra
blanco a evaluarse.

Dispensar 9.5 pL de la mezcla en
cada pocillo de la placa.

Afadir 0.5 uL del producto de
amplificacién obtenido en las
reaccion 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 la
informacién de la placa para que
sea reconocida por el analizador
genético.

Para programar las condiciones
de electroforesis capilar se debe
tener en cuenta que el rango de
amplificacién varia entre 100 a
500 pb, los cebadores empleados
estan marcados con 6-FAM y que
el patrén de peso molecular esta

| marcado con GeneScanTM 500
1 LIZ

Andlisis de resultados y
estimacion del nimero de
repeticiones

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

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO PARA LA GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG/CAA DEL GEN TBP




¢l PERU | Ministerio
de Salud | Asem

Para calcular el numero de
repeticiones de un  alelo
desconocido, se debe comparar
el electoferograma  obtenido
empleando el estdndar de
secuencia especifica para este
procedimiento y los
electroferogramas obtenidos por
cada muestra analizada.

s “Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres” a1 S1empre
%&m : “Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional” 1 con apueblo
de Ciengias Neurologicas

REGISTRO Y REPORTE DE
RO IE
P .CEDI.EM HpQ ; Laboratorio de Servicio de
8 | Registrar “Reporte de laboratorio oy s
Neurogenética Neurogenética

a disposicién” en base de datos
“Genotipificaciones”.

FIN

—~. VIL 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 evaluacion médica y de
asesoramiento genético que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.

VIIL REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

» Oda M, Maruyama H, Komure O, Morino H, Terasawa H, lzumi Y, Imamura T, Yasuda M,
Ichikawa K, Ogawa M, Matsumoto M, Kawakami H. Possible reduced penetrance of
expansion of 44 to 47 CAG/CAA repeats in the TATA-binding protein gene in spinocerebellar
ataxia type 17. Arch Neurol. 2004 Feb;61(2):209-12.

» Toyoshima Y, Onodera 0, Yamada M, et al. Spinocerebellar Ataxia Type 17. 2005 Mar 29
[Updated 2019 Sep 12]. In: Adam MP, Ardinger HH, Pagon RA, et al, editors.
GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993-
2021. Available from: ht’[ps::hfwww.ncbi.nIm.nih.gowfbooks.’NBK1438;r

ANEXO

ANEXO 01: PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELETROFORESIS
DE LA PRUEBA GENETICA PARA
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ANEXO 01
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELETROFORESIS

-

POLIACRILANMIDA 21% TBE 10X

Bis acrilamida 20g Tris S4g
Acrilamida ig Acido Bérico 275¢g

H2 0wy hasta 100 mL EDTAQSM pHED 20 ml

HaOuzy hiasta 500 mL
=

POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 6%

{stock de trabajo} TBEIX

. Poliacrilamida

2155 emL TBE 10K 100 mL J
TBE 10X 21ml HiCusa 500 mL

H20us 119mL

POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 10%

{Stock de trabajo)
Poliacrilamida

215 10mL
TBE 10¥ 21mL
H:Ousu 8.9mlL

soluciones para tincion Argéntica

SOLUCION A {Fijacidn] SOLUCION B SOLUCION C (Revelado)
[Tincidn)
Ecido acético imk Nitrato 93g Hidrésido de sedio 3g

M de plata
D\ pl

\“i?ﬂ.‘/[‘quhoi shsoluto | 10mL H20gu hasta 150 il H2 O hazta 150 mlL

35
14 /H20us hasta 150 mil & Agragar Formaldehide al 373 \ imbL

D. TEJADAP.
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ANEXO 02
FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA PARA SCA17

[MICHD
Orden de procedimiento para estudio
néfico de SCATT

Tramite de orden de
procedimiento
; Tiene seguro?

Orden con dos sellos
del 515

l

Consentimiento
Informado

!

Genotipificacion
SCA1T

l

Genotipo determinado

!

FIN
Reporie de L abaratorio

Caja «—<
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GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA PARA
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de Clenclas Neuraldgicas

l FINALIDAD

Apoyar el diagnéstico molecular del Sindrome de la Encefalopatia Mitocondrial con acidosis lactica
y episodios tipo ACV (MELAS) a través de una guia técnica del andlisis molecular de las principales
mutaciones mitocondriales asociadas a MELAS, sustentada en la evidencia cientifica vigente para
este procedimiento.

. OBJETIVO

Normar el procedimiento de genofipificacion de las mutaciones mitocondriales A3243G, T3271C
ubicadas en el gen MT-TL1y G13513A en el gen ND5 con una metodologia basada en PCR-RFLP
y andlisis de Densitometria para la determinacion del porcentaje de heteroplasmia de cada
mutacién, en apoyo al diagndstico del Sindrome de MELAS.

. AMBITO DE APLICACION

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

Iv. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

> 81401.03 - MT-ND5 (tRNA leucinal [UUA/G] codificada mitocondrialmente, NADH
deshidrogenasa codificada mitocondrialmente 5) (p.ej., encefalopatia mitocondrial con
acidosis lactica y episodios similares a accidentes cerebrovasculares [MELAS]), variantes
comunes (p.ej., m.3243A> G, m.3271T>C, m.3252A>G, m.13513G>A)

V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

» Sindrome de MELAS: La miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica y episodios
similares a ictus (MELAS) es uno de los desérdenes mitocondriales de herencia materna

~ mas frecuentes, que puede afectar a distintos 6rganos, implicando eventos neuroldgicos,
metabdlicos y motores. Este desorden se debe principalmente a alteraciones funcionales
en la mitocondria como consecuencia de mutaciones en el ADN mitocondrial (ADNmt), de
las cuales la mutacion A3243G es la de mayor frecuencia en pacientes con MELAS.
Genotipificacion del gen MT-TL1, proceso de la determinacién del genotipo de un individuo
con respecto a las mutaciones mitocondriales A3243G y T3271C.
Genotipificacion del gen NDS, proceso de la determinacion del genotipo de un individuo con
respecto a la mutacién G13513A.
PCR-RFLP, técnica molecular en la que primero se amplifica el gen a estudiar y luego el
amplificado obtenido es digerido por una enzima de restriccion obteniéndose fragmentos de
diferentes tamafios que luego son analizados.
Anélisis de densitometria, mediante el software libre IMAGE J se analiza y calcula el
porcentaje de heteroplasmia de la mutaciénes.

OGICAS

2275 E!Glf:'
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Y

D. TEJADAPR.

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO DE LA PRUEBA GENETICA PARA
ENCEFALOPATIA MITOCONDRIAL CON ACIDOSIS LACTICA Y EPISODIOS TIPO ACY (MELAS)




ot

PERL | Ministerio

5.2. CONCEPTOS BASICOS

5.3.

>
>

>

>

»

fituto Naciona

. “Deceniodela Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres” % i % Siempre
Cienclas Neuroldgicas !

“Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional” | conel pueblo

ADNmt, acido desoxirribonucleico mitocondrial.

A3243G, mutacién en la que ocurre una transicién del nucleétido adenina por guanina en la
posicién 3243 del ADN mitocondrial en el gen MT-TL1.

T3271C, mutacion en la que ocurre una transicién del nucleétido timina por citocina en la
posicién 3271 del ADN mitocondrial en el gen MT-TL1.

G13513A, mutacion en la que ocurre una transicion del nucledtido guanina por adenina en
la posicién 13513 del ADN mitocondrial en el gen ND5.

Heteroplasmia, diferentes genomas mitocondriales mutados que se encuentran en una
misma célula o tejido.

REQUERIMIENTOS BASICOS
5.3.1. RECURSOS HUMANOS

¥ 01 bidlogo con entrenamiento en biologia molecular.
v’ 01 técnico de laboratorio.

¥ 01 médico neurogenetista.

v" 01 médico genetista.

5.3.2. MATERIALES

5.3.2.1. Implementos moleculares

Secuencias de cebadores de PCR:

% Cebador Forward A3243G/T3271C 5-
AGGACAAGAGAAATAAGGCC-3

% Cebador Reverse A3243G 5-TAGAAGAGCGATGGTGAGAG-3'

% Cebador Antisentido T3271C 5'-
TAAGAAGAGGAATTGAACCTCTGACCTTAA-3'

% Cebador Forward G13513A 5-CCTCACAGGTTTCTACTCCGAA-3

% Cebador Reverse G13513A 5-CGAGTGCTATAGGCGCTT-3'

< GeneAmp® dNTPs mix: A, T, Gy C (2.5 mM clu

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

% Enzimas de restriccion, 10U/uL de c/u : Apal, Afllly Bbsl

< Agua ultrapura libre de nucleasas

5.3.2.2. Reactivos quimicos

K
0.0

Acrilamida

Bisacrilamida

TEMED

Persulfato de amonio
Tris

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8

Acido Clorhidrico
Xilencianol

Azul de Bromofenol
Glicerol

Etanol absoluto

Acido acético

Nitrato de Plata (AgNO3)
Hidréxido de sodio (NaOH)
Formaldehido 37%

Agua fridestilada

o,
0..

L)
0.0

e

%

2,
g

X3

R

e
o

0,
0‘0

2o

%

9,
0‘0

de

S

Pe

S

8

g

o,
*5

o
oo

)
'i..

X3

%
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5.3.2.3. Material de plastico

2
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2
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S
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Micropipetas 10 pL, 20 yL, 50 pL, 100 pL, 200 pL vy 1000 pL.
Tips con filtro 10 pL, 20 yL, 100 pL, 200 pL, 1000 yL

Tubos de PCR 0.2 mL

Tubos de centrifuga 1.5 mL

Gradillas para tubos de 0.2 mL y 1.5 mL

Pisetas

Estacion congelada para PCR

Soporte para micropipetas

5.3.2.4. Material de vidrio

®,
Lo

2,
0.0

7
0'0

5

*f

e

2

533

RS

P o2,
LG X

Matraz aforado

Probetas

Vasos de precipitados

Pipetas 1 mL, 5 mL, 10 mL y 25 mL.
Propipetas

Frascos

Baguetas

Botellas para reactivos quimicos

5.3.2.5. Otros materiales

5

S

0y
L X

e

S

e

2

de

o

53

<

°,
o

X3

2

K7
0’0

2
0’0

Papel Lente

Tiras reactivas de pH

Mascarilla descartable ( N-95 y quirtrgica)

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.

Papel aluminio

Parafilm

5.3.2.6. Equipos
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Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Espectrofotémetro Epoch (Biotek)

Cabina de PCR (ESCO®)

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

Balanza analitica (Shimadzu)

Centrifuga (Eppendorf)

Agitador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4°C (Thermo Scientific y Miray)
Congeladora a 8°C/-20°C (Frigidaire)
Picocentrifuga

Vértex

Cronémetro

Computadora de escritorio

Impresora

Sistema de alimentacion eléctrica ininterrumpida
Estabilizador
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5.3.2.7. Software

+ Software de libre acceso ImagelJ
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

5.3.3. SERVICIOS

v’ Servicios de agua
v Servicio de luz

v Servicio de internet
v Aire acondicionado

¥’ Uso del laboratorio especializado

VI. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

i SPONSABLE | UNIDAD
UCTO | RESPONSABLE | gpgAnica
INICIO
EMITIR ORDEN DE Orden de mi'r? gspecialista | servicio de
PROCEDIMIENTO procedimiento s Lo Neurogenética
médico genetista)
TRAMITE DE ORDEN DE
PROCEDIMIENTO Personal de Oficina
Tramitar la orden en la oficina de de Preliquidacion Contabilidad
pre liquidacién para que Boleta de Pago
coloquen los datos de pre o preliquidaciéon | Personal de SIS
liquidacion con VB del SIS. | admision.
Pagar Contabilidad
Ventanilla del SIS: 2 sellos Ventanilla CAJA
(ROJO y AZUL)
Formato de
CONSENTIMIENTO consentimiento gztls.g:g gz arod Servicio de
INFORMADO informado Neurogenética
Muestra
firmado

EXTRACCION DE ADN
(seglin procedimiento estandar o Laboratorio de Servicio de
del Laboratorio de DR gansmies Neurogenética Neurogenética
Neurogenética)
.PREPARACION DE ADN PARA | Alicuota de Laboratorio de Servicio de
GENOTIPIFICACION ADN con 10 ng | Neurogenética Neurogenética

D. TEJADAPR.
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Genotipificacion de las
mutaciones A3243G, T3271C

del gen MT-TL1 v G13513A del
gen ND por PCR-RFLP

1.Amplificacion por PCR de las
mutaciones A3243G y T3271C
Preparar la siguiente mezcla de
reaccion para una muestra
problema, una muestra control y
una muestra blanco:

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

e Buffer de PCR para
enzima Taq platinum
1X, 1 U/uL

e dNTPs0.2mMcfu, 0,8
uL

e MgClz2 1.5mM, 0.3 uL

e Mix Cebador: Forward
A3243G/T3271C,
Reverse A3243G,
Reverse T3271C

e Enzima Taq Platinum
0.04 U/uL, 0.1uL

e ADN 10ng/uL

e Completar con agua
hasta 10ul

Emplear el siguiente programa de
amplificacion: 2 minutos de
denaturacién inicial a 94°C, 30
ciclos de denaturacién a 94°C por
30 segundos, hibridacion a 58°C
por 30 segundos, y extensién a
72°C por 30 segundos; seguido
por un paso de extension final a
72°C por 10 minutos.

2. Amplificacién por PCR de las
mutacion G13513A
e Buffer de PCR para
enzima Taq platinum
1X, 1 UluL
e dNTPs 0.2mM c/u, 0,8
uL
e MgClz 1.5mM, 0.3 ul
e MixCebador:Forward
G13513A , Reverse
G13513A
e Enzima Taq Platinum
0.04 U/uL, 0.1uL
e ADN 10ng/ul
e Completar con agua
hasta 10ul
Emplear el siguiente programa
de amplificacion: 2 minutos de
denaturacion inicial a 94°C, 30
ciclos de denaturacion a 94°C
por 30 segundos, hibridacién a
58°C por 30 segundos, ¥
extensién a 72°C por 30
segundos; seguido por un paso
de extensién final a 72°C por 10

Laboratorio de
Neurogenética

Servicio de
Neurogenética
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minutos

Visualizacién de productos de

PCR por electroforesis vertical

en geles de poliacrilamida no

denaturante al 6%

Se utilizara un marcador de peso

molecular para determinar el

tamario del producto obtenido.

Anélisis de resultados (Anexo

M):

— Presencia de banda de

429 pb para el caso del
MT-TLA1 con los
cebadores para la
deteccion de la mutacién
A3243G

— Presencia de banda de
170 pb para el caso del
MT-TLA con los
cebadores para la
deteccion de la mutacion
T3271C.

—  Presencia de banda de
119 pb para el caso del
NDS5 con los cebadores
para la deteccion de la
mutacién G13513A

Digestion enzimatica del
fragmento amplificado para la
deteccion de la mutacién A3243G
y T3271C en el gen MT-TL1, y
G13513A en el gen NDS
e Mutacion A3243G:
5uldel producio de PCR
es digeridocon2 U de la
enzima Apal a 37°Cx 4
hr
e  Mutacion T3271C:
5uLdel producto de PCR
es digerido con 2 U de la
enzima Aflll a 37°Cx 4 hr
e  Mutacion G13513A:
5ulLdel producto de PCR
es digeridocon2U de la
enzima Aflll a 37°Cx 4 hr

Electroforesis en gel de
agarosa al 6%. Se utilizara un
marcador de peso molecular para

identificar los fragmentos
producto de la  digestion
enzimatica.

Andlisis de resultados (Anexo
4):

— Positivo para la
mutacion A3243G: se
observaran dos bandas
de 117 y 312 pb cada
una, ademas de |Ila
banda de 428 pb.

— Negative para Ila
mutacién A3243G: solo
se observara la banda

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIEND DE LA PRUEBA GENETICA PARA
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de 429 pb,
correspondiente a la
secuencia silvestre.

— Positivo para la
mutacién T3271C: se
observaran dos bandas
de 140y 30 pb cada una,
ademas de la banda de
170 pb.

— Negativo para la
mutacion T3271C: solo
se observard la banda
de 170 pb,
correspondiente a la
secuencia silvestre.

- Positivo para la
mutacion G13513A: se
observaran la banda de
119 pb, ademas de las
bandas de de 27 y 92 pb.

o™ :
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ey Determinacion del porcentaje
de heteroplasmia

Calculo de intensidad de las
bandas de la electroforesis de los
productos de la digestidn
enzimatica, mediante el software
Imaged.

Andlisis de resultados (Anexo IV):
Area de la grafica generada
representativa de cada banda del

gel
REGISTRO Y REPORTE DE Informacién
PROCEDIMIENTO registrada en

7 Registrar “Reporte de laboratorio a base de datosy | Laboratorio de Servicio de
disposicién” en base de datos Reporte de Neurogenética Neurogenética
“Genotipificaciones”. genotipificacion

para SCA12

™ VI. 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 evaluacion pre-test, test y post-test.
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MELAS. Biochem Biophys Res Commun. 1997 Sep 18;238(2):326-8.

> White et al. Accurate Detection and Quantitation of Heteroplasmic Mitochondrial Point
Mutations by Pyrosequencing. Genet Test. 2005; 9 (3): 190-199
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ANEXO 01
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELETROFORESIS
POLIACRILAMIDA 21% TBE 10X
Bis acrilamida 20g Tris S4g
Acrilamida lg Acido Bérico 27.5g
H204q4 hasta 100 mL EDTA 0.5M pH 8.0 20ml
H204ds hasta 500 mL
POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 6%
(Stock de trabajo) TBE 1X
Poliacrilamida 6mL TBE 10X 100 mL
21%
— "
TBE 10X 2.1mL H204dda 900 mL
H204ddd 11.9 mL
POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE AL 8%
(Stock de trabajo)
Poliacrilamida
21% Bl
TBE 10X 21mlL
H204dd 11.9 mL 7
TINCION ARGENTICA
SOLUCION A (Fijacién) SOLUCION B SOLUCION C (Revelado)
(Tincién)
o Acido acético 1mL Nitrato 03g Hidréxido de sodio 3g

\ de plata
Alcohol absoluto 10 mL H20uqs hasta 150 mL H20Qq4q hasta 150 mL T
H204¢d hasta 150 mL Agregar Formaldehido al 37% 1mL

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENO DE LA PRUEBA GENETICA PARA
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ANEXO 02

FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA GENETICA MELAS

INICIO

Orden de procedimiento para estudio
genético de Sindrome MELAS

Tramite de orden de
Caja procedimiento
¢ Tiene seguro?

!

Orden con dos sellos
del SIS

!

Consentimiento
Informado

'

Genotipificacion de las mutaciones: A3243G,
T3271C y G13513A en los genes mitocondriales:
MT-TL1 y ND5

'

Analisis de resultados

!

FIN

Reporte de Labaratorio

D.TEJADA P
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ANEXO 03
BANDAS
ety
(R
429 pb
‘ i
312 pb
_—— (T
i S 170 pb
117 pb - S 119 pb
EEEER T B B oy 5 ET )
130 pb o
) 92 pb
s B
40 pb 2
p _27 o

En el esquema se muestra el patrén de bandas esperado para cada mutacion en
estudio. En los carriles 1y 2 se representan los resultados de la digestion enzimatica
para el andlisis de la mutacion A3243G, los carriles 4 y 5 para Ia mutacion T3271C, y
los dos Ultimos carriles para la G13513A. Para cada caso, la intensidad de las bandas
reflejaria el porcentaje de heteroplasmia de la mutacion.

D. TEJADAP.
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ANEXO 04
GRAFICO DEL SOFWARE

Gréficas que se genera el software Imagen al analizar las intensidades de bandas de
la imagen digitalizada del gel de poliacrilamida. El &rea debajo de la grafica da un valor

D. TEIADAP.
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