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Il - Equipo Docente

Docente Funcion Cargo Dedicacion
VARAS, SILVIA MABEL Prof. Responsable P.Adj Exc 40 Hs
ARIAS, JOSE LUIS Responsable de Préctico JTP EXc 40 Hs
FERNANDEZ, MARIA ROSA Responsable de Préctico JTPExc 40 Hs
FERRAMOLA, MARIANA LUCILA Responsable de Préctico JTPExc 40 Hs
LACOSTE, MARIA GABRIELA Responsable de Préctico JTP Semi 20 Hs

1l - Caracteristicasdel Curso

Credito Horario Semanal

Teorico/Préactico | Tedricas| Practicasde Aula | Pract. delab/ camp/ Resid/ PIP, etc. | Total

Hs 10 Hs Hs 20 Hs 30 Hs
Tipificacion | Periodo
B - Teoriacon précticas de aulay laboratorio 1° Cuatrimestre
Duracion
Desde | Hasta | Cantidad de Semanas | Cantidad de Horas
17/06/2019 28/06/2019 2 60

IV - Fundamentacion

L as técnicas de biologia molecular, en laactualidad, son esenciadlesen €l laboratorio clinico. Representan una herramienta
para el diagnostico, confirmacion y seguimiento de numerosas patol ogias neonatales, metabolicas y proliferativas. El dictado
del Curso se fundamenta en la necesidad del estudiante de la Licenciatura en Bioguimica de adquirir mayores destrezas en la
realizacion de técnicas de biologia molecular aplicables al diagndstico de distintas enfermedades humanas.

V - Objetivos/ Resultados de Aprendizaje

General: brindar a aumno practica en técnicas moleculares realizablesen un laboratorio clinico, que sirvan parala
deteccién molecular de alteraciones anivel de ADN y/o proteinas que sean origen de distintas patol ogias humanas.

Particulares:

-Conocer y mangjar €l equipamiento minimo necesario para un laboratorio molecular.

-Disefiar y llevar a cabo un protocolo molecular en su laboratorio de bioguimica clinica.

-Detectar y resolver los problemas précticos del uso de técnicas moleculares: reactivos, contaminacion, controles, etc.
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-Entrenamiento en lainterpretacién de geles e informe de resultados.
-Resaltar € uso de las técnicas de biologia molecular en el diagnostico clinico de cancer, enfermedades hereditarias y
metabdlicas.

VI - Contenidos

TemaN°1

Genoma Humano. Proyecto Genoma Humano. Controversias Eticas. Mutaciones més comunes segiin HGMD (Human Gene
Mutation Database). Deleciones y Mutaciones puntuales. Nomenclatura internacional . Polimorfismos (SNPs). Estrategias de
laboratorio. Material e instrumental usado en un laboratorio de biologia molecular.

TemaN° 2

Reaccion de PCR: Historia, definicidn, ventgjas y desventgjas. Eficiencia de una PCR: equilibrio entre especificidad,
rendimiento y fidelidad. Requisitos para una amplificacién selectiva. Variables que afectan €l rendimiento. Tipos de ADN
polimerasas. Taq, Tli, Pfu origenesy caracteristicas. Optimizacion de unareaccién de PCR: eleccion de los iniciadores o
cebadores, temperatura de anneling, concentracion de magnesio y nucleétidos y nimero de ciclos. Fase plateau: causas.

Tema N°3
Técnicas usadas para la determinacién de del eciones e inserciones. Otras variantes de PCR: SSCP, RFLP-PCR, RT-PCR.
PCR de tiempo real: bases. Usos en bioguimica clinica.

Tema N° 4:
Conceptos béasicos de Bioinformética. Disefio de oligos. Uso de herramientas del Internet parala blsqueda de secuencias de
un gen en particular y disefio de oligos o iniciadores. Uso del BLAST.

TemaN°5
Técnicas usadas para la determinacion de mutaciones puntuales. MAS-PCR, ARM S, mutagénesis mediada por PCR,Dot blot
y Dot Blot reverso.

TemaN°6

Nuevas plataformas diagnosticas usadas en screening moleculares: Dot Blot-r (reverse dot blot hybridization), OLA
(oligonucleotide ligation assay), Tepne (Elucigene), XTAG, MOL-PCR (assay multiplex oligonuclectide ligation-PCR).
Fundamentos. Discusién de seminarios.

VI1I - Plan de Trabajos Practicos

TRABAJOS PRACTICOS DE LABORATORIO

Tema 1:

TP1: Disefio de oligonucledtidos: uso de programas para disefio de oligos. Chequeo de secuencias. Blusgqueda de secuencias
de cortes especificas de enzimas de restriccion.

TP2: Extraccion de sangre por puncion venosa. Extraccién de ADN. Determinacién de indice de purezay cuantificacion.

TemaZ2:

TP3: PCR-I: Identificacion de mutaciones por mutagenesis mediada por PCR. Preparacién y armado de geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes.

TP4: Siembray revelado de PCR-I. Deteccion de portadores de la mutacion en el gen CFTR.

PCR- ER | (RFLP-PCR) Corte con enzima de restriccion del producto amplicado. Armado y corrida de geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes. Tincion de geles. Deteccion de enfermos fibroquisticos. Informe.

Tema3:

TP5: PCR-I1: MAS-PCR: deteccién de 4 mutaciones con primers alelo especificos. Armado y corrida de geles de agarosa.
Tincion de geles. Observacion de resultados e informe.

TP6: PCR-111:ARMS-PCR. Genotipificacion de Apo E.
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Temad:

TP7. ARMS-PCR. Genotipificacion por PCR. Alelosde Apo E. Armado y corrida de geles de agarosa. Tincion de geles.
Observacion de resultados e informe. Polimorfismos detectados.

TP8: PCR-I1V: RFLP-PCR I1: Amplificacion de un fragmento del exédn 10, del gen GALT (Galactosa 1- Fosfato Uridil
Transferasa).

Temab:

TPO: Armado y corridade geles de agarosa. Tincion de geles. Observacion de resultados e informe. Determinacion
Polimorfismo N314D para deteccion del Alelo Duarte en Galactosémicos.

TP10: Integracion final y discusion de los resultados hallados. Exposicion de seminarios.

V111 - Regimen de Aprobacién

Laevaluacion selleva acabo en forma continua a través de exposicidn de seminarios sobre conceptos tedricos y discusion de
técnicas realizadas.

Alumnos Regulares:

1-El alumno estara en condiciones de cursar “ Técnicas moleculares usadas en bioquimicaclinica’, cuando haya regularizado
Quimica Biol6gica Patol dgica.

El alumno debera aprobar € 70% del plan de Trabajos Practicos del Curso (Ord. N°© 13/03 CS Régimen Académico).

2-El alumno deberd aprobar con un 70% un tnico parcia final integral pararegularizar.

Alumnos Promocionales:;

El alumno estara en condiciones de promocionar cuando:
1- Haya asistido y aprobado el 80% de los TP.

2- Aprobado con € 80% un Unico parcia final integral.

I X - Bibliografia Basica

[1] Molecular Biology Techniques: A Classroom Laboratory Manual. 3° EDITION. Susan Carson; Heather B. Miller and
Scott Witherow. 2012. ISBN: 978-0-12-385544-2

[2] Book: Molecular Diagnostics. Techniques and application for the clinical laboratory. 2010. Grody WW vy col. ISBN :
978-0-12-369428-7

[3] Clinical Applications for Next-Generation Sequencing. Urszula Demkow & Rafa& #322; P& #322;0ski. 1SBN:
978-0-12-801739-5

[4] Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments Publisher: Wiley; 7 edition (2013) ISBN-13: 978-1118206737
[5] Benjamin A. Pierce: Genética. Un enfoque conceptual. 5° Edicion. EAN: 9788498353921. Editorial Medica
Panamericana.
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[7] Molecular Diagnostics: Current Technology and Applications (Horizon Bioscience)by Juluri R. Roa, Colin C. Fleming,
John E. Moore. 2006. | SBN-13: 978-1904933199

[8] Tietz Textbook of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics. By Carl A. Burtis, Edward R. Ashwood, David E.
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17(5): 405-424.
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[11] Liliana C. Rossetti, Karen G. Scheps, Amanda Binaghi, Maria S. Abreu, Mariana T. Mansilla, VivianaVarela. 2010.
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[15] Graham R. Taylor and Carol A. Delaney. 2010. Detection of Genomic Duplications and Deletions. Book: Molecular
Diagnostics. Chapter 12. Second Edition, 1715-182

[16] David M. Holtzman, Joachim Herz and Guojun Bu. 2012. Apolipoprotein E and Apolipoprotein E Receptors. Normal
Biology and Rolesin Alzheimer Disease Cold Spring Harb Perspect Med.; 1-23.

[17] E. Castellanos-Rizaldos, Pingfang Liu, Coren A. Milbury, Minakshi Guha, Angela Brisci, Laura Cremonesi, Maurizio
Ferrari, Harvey Mamon, and G. Mike Makrigiorgos. 2012. Temperature-Tolerant COL D-PCR Reduces Temperature
Stringency and Enables Robust Mutation Enrichment. Clinical Chemistry 58:7; 1130-1138

[18] Lap-Chee Tsui and Ruslan Dorfman. 2013.The Cystic Fibrosis Gene: A Molecular Genetic Perspectiva. Cold Spring
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[22] 2008- Single tube optimisation of APOE genotyping based on melting curve andlisis.
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[24] 2010- Sequencing technol ogies —the next generation.
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[26] 2013-Allele-specific polymerase chain reaction for the detection of Alzheimer’s disease-related single nuclectide
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[27] 2013-Cost-Effective and Scalable DNA Extraction Method from Dried Blood Spots

[28] 2013-Detection of MPL Mutations by a Novel Allele-Specific PCR-Based Strategy
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[29] 2013-The Cystic Fibrosis Gene: A Molecular Genetic Perspectiva

[30] 2014-APOE and BDNF Va66Met polymorphisms combine to influence episodic memory function in older adults
[31] 2014-Genomic Technologies and the New Era of Genomic Medicine.

[32] 2014- Multiplexed, lateral flow, PCR techniques for biological identification

X1 - Resumen de Objetivos

Brindar a aumno delaLicenciaturaen Bioquimica practicas en técnicas moleculares realizables en un laboratorio clinico;
en particular PCR y sus numerosas variantes.

X1l - Resumen del Programa

Tema 1:Genoma Humano: constitucién. Mutaciones. Estrategias de diagnostico molecular.
Tema 2:Reaccidn en cadena de la Polimerasa. Cinética. Componentes.

Tema 3: Técnicas moleculares parala deteccion de mutaciones del eciones e inserciones.
Tema 4:Disefio de oligos. Uso de Programas.

Tema 5:Técnicas moleculares para la deteccién de mutaciones puntuales.

Tema 6:Nuevas plataf ormas diagndsticas moolecul ares

X1l - Imprevistos

| No corresponde

X1V - Otros
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