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RESUMEN 

     El ARN de interferencia (ARNi) es una terapia experimental para varias 

enfermedades de origen genético como la enfermedad de Huntington.Esta terapia se 

clasifica en dos categorías; la primera, incluye el ARNi que silencia genes con 

aplicación terapéutica; y la segunda categoría es el ARNi que silencia genes endógenos. 

      La enfermedad de Huntington es una patología neurodegenerativa que no posee  

cura en la actualidad. En esta patología, el ARN de interferencia (ARNi) inhibe la 

expresión de la proteína huntingtina, evita la neurodegeneración y ayuda a combatir la 

fisiopatología característica de esta enfermedad. También al ARN de interferencia 

(ARNi) se considera un mecanismo biológico ya que se introduce en las células y con el 

uso de vectores de ADN generan siARNs, en forma constante, la supresión de la 

producción de la proteína huntingtina.  

       Varios  estudios se utilizan ratones (Mus musculus) como modelos animales 

experimentales para generar nueva información sobre las patologías y tratamientos que 

se puedan aplicar en un futuro. 

En esta investigación se dividió en dos grupos los modelos animales experimentales: el 

primer grupoconsistió en ratones que fueron modificados químicamente con ácido 3- 

Nitropropiónico (3-NP) por vía intraparenteral; y el segundo grupo fue en ratones 

modificados químicamente con ácido 3- Nitropropiónico (3-NP) más  el tratamiento con 

ARN de interferencia (ARNi) por la misma vía de inoculación. 

La técnica para determinar la presencia de proteína ácida glial fibrilar (GFAP) fue la 

electroforesis con gel desnaturalizante (SDS PAGE) en 10 muestras de tejido de 

cerebro, las cuales fueron obtenidas de los modelos animales experimentales que 

cumplieron con los criterios de inclusión propuestos en este estudio, pero no se 

obtuvieron bandas visibles de proteínas ya que las muestras estaban degradadas. 

     Todos los resultados fueron analizados estadísticamente permitiendo realizar una 

correlación de dependencia de las variables de los pesos de los modelos animales 

experimentales, estableciendo una regresión simple determinando la relación de pérdida 

o ganancia de peso, mostrando la relación de independencia entre las respuestas de 
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ácido 3 Nitropropiónico (3-NP) más el ARN de interferencia (ARNi) en los modelos 

animales experimentales y la confiabilidad del experimento realizado. 

Los resultados obtenidos a partir de esta investigación evidencian que el primer grupo 

de modelos animales experimentales químicamente, modificados con ácido 3- 

Nitropropiónico (3-NP), se  reprodujo la fisiopatología de la enfermedad de Huntington 

y mostraron una disminución de peso ya que esta neurotoxina afecta al metabolismo del 

ATP. Mientras que en el segundo grupo de modelos animales químicamente 

modificados y tratados con ARN de interferencia (ARNi), mostraron que puede ser un 

tratamiento efectivo ya que sus funciones motoras tuvieron una mejora, mayor 

supervivencia de vida y un aumento de peso. 

Palabras clave: 

ARN de interferencia, Enfermedad de Huntington, ácido 3 nitropropiónico, western blo
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ABSTRACT 

 

       RNA interference (RNAi) is an experimental therapy for several genetic diseases 

such as Huntington's disease. This therapy is classified into two categories; the first, 

includes RNAi silencing genes with therapeutic application; and the second category is 

the RNAi silencing endogenous genes. 

 

      Huntington's disease is a neurodegenerative disease which has no cure at present. In 

this condition, RNA interference (RNAi) inhibits the expression of the huntingtin 

protein, prevents and helps fight neurodegeneration characteristic pathophysiology of 

this disease. Also RNA interference (RNAi) is considered as a biological mechanism is 

introduced into the cells and using DNA vectors constantly generate siRNAs for 

suppressing the production of huntingtin protein forms. 

 

       Several studies mice (Mus musculus) are used as experimental animal models to 

generate new information on diseases and treatments that can be applied in the future. 

 

       This research was divided into two groups experimental animal models: the first 

group consisted of mice that were chemically modified with 3- nitropropionic acid (3-

NP) via intraparenteral; and the second group was chemically modified mice 

nitropropionic 3- (3-NP) plus treatment with RNA interference (RNAi) for the same 

route of inoculation. 

 

       The technique for determining the presence of glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

was electrophoresis denaturing gel (SDS PAGE) in 10 samples of brain tissue, which 

were obtained from experimental animal models that met the inclusion criteria proposed 

in this study, but no visible protein bands were collected as the samples were degraded. 

 

     All results were statistically analyzed allowing a correlation dependence of variables 

weights experimental animal models, establishing a simple regression determining the 

ratio of loss or weight gain, showing the relationship of independence between 

responses of 3- nitropropionic (3-NP) plus RNA interference (RNAi) in experimental 

animal models and reliability of the experiment performed. 
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        The results obtained from this research show that the first group of experimental 

animal models chemically modified 3- nitropropionic acid (3-NP), the pathophysiology 

of Huntington's disease was reproduced and showed a decrease in weight as this 

neurotoxin ATP affects metabolism. While in the second group of animal models and 

treated with chemically modified RNA interference (RNAi), they showed that it may be 

an effective treatment because its motor functions were an improvement, longer survival 

of life and weight gain.     

 

        Keywords: 

      RNA interference, Huntington's disease, 3- Nitropropiónico acid, western blot. 
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INTRODUCCIÓN 

       La enfermedad de Huntington es una patología neurodegenerativa autosómica 

dominante, se origina por mutaciones al existir un aumento del número de repeticiones 

del triplete CAG del gen (IT15) que codifica la proteína huntingtina. Esta patología  se 

caracteriza por tener síntomas progresivos y una degeneración paulatina del sistema 

nervioso central desencadenando incapacidades físicas y psíquicas. El cerebro de los 

pacientes presenta pérdida progresiva de neuronas y falta de desarrollo intranuclear 

neuronal, esto provoca que la huntingtina se acumule y forme agregados junto con otras 

proteínas mal plegadas en el citoplasma y en el núcleo (Boudreau et. alt, 2011). 

 

      En la actualidad no tiene un tratamiento, por esta razón se busca varias terapias 

experimentales. Una de las terapias investigadas en este trabajo es el ARN de 

interferencia (ARNi). Esta terapia ayuda a inhibir la expresión de la proteína huntingtina 

y evita la degeneración de las neuronas. El ARN de interferencia es un mecanismo 

biológico que se produce de forma natural en las células, su potencial terapéutico radica 

en proporcionar un mecanismo de defensa celular que disminuya los elementos 

patógenos. Su acción se centra en bloquear selectivamente el gen de la huntingtina y 

ayuda al mejoramiento de la fisiopatología característica de la enfermedad y de 

comportamiento. Su uso depende de algunas variables como el procesamiento del 

tejido, la estabilidad, la vida media y la aplicación de los métodos adecuados, también 

depende de algunos factores como una transfección adecuada para evitar efectos tóxicos 

(Schulte, et. alt, 2011). 

      El objetivo principal de esta investigación es comprobar la efectividad del ARN de 

interferencia como un tratamiento experimental mediante el uso de modelos animales 

químicamente modificados a través de la administración del ácido 3 nitropropiónico y 

su posterior tratamiento con ARN de interferencia (ARNi). 
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CAPITULO I 

1.1 JUSTIFICACIÓN 

La investigación de la enfermedad de Huntington (HD) radica en generar nuevos 

estudios y tratamientos adecuados para pacientes que padecen esta enfermedad. Uno de 

los tratamientos que se estudia actualmente es el  ARN de interferencia (ARNi) ya que 

permite reducir la expresión del gen de la Huntingtina (HTT), la remodelación de la 

cromatina e inhibe la traducción  en la secuencia de poli-glutamina (polyQ) en la región 

N-terminal de la proteína huntingtina de manera específica (Abdulrahman, 2011). 

Para realizar esta clase de estudios se utiliza modelos experimentales para imitar 

químicamente o genéticamente algunos aspectos esenciales de esta patología 

permitiendo realizar  experimentos para encontrar nuevos datos sobre posibles 

tratamientos. El uso de modelos experimentales genéticamente modificados involucra 

tener un laboratorio equipado para estos ensayos y el costo sería elevado para 

ejecutarlo; razón por lo cual en el presente estudio se utilizarán ratones químicamente 

modificados (Landles et. alt,2004). 

La investigación se centrará en la observación de la evolución de los modelos 

animales experimentales químicamente modificados tratados con ARN de interferencia 

(ARNi) y en la electroforesis de  la proteína ácida glial fibrilar (GFAP) en tejido 

cerebral de modelos animales químicamente modificados. Esta proteína indica 

neurodegeneración e hipertrofia en los astrocitos (J. Middeldorp, 2011). 
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

La enfermedad de Huntington es un desorden neurodegenerativo provocado por una 

extensión del segmento de ADN que contiene un trinucleótido polimórfico que codifica 

la proteína de la huntingtina (Htt), responsable de los síntomas de esta patología. Las 

investigaciones sobre esta enfermedad actualmente se centran en los tratamientos 

experimentales con el objetivo de  convertirse en un tratamiento efectivo para esta 

patología (Schulte et. alt, 2011). 

El ARN de interferencia (ARNi) tiene un uso potencial para los tratamientos de esta 

patología; en varios estudios se afirma que inhibe la expresión de la proteína huntingtina 

y evita la degeneración neuronal (Liu, A, Rosas, et. alt 2008) (Jodi L. et. alt, 2008).  

El ARN de interferencia  (ARNi)  busca determinar su potencial terapéutico 

genético o químico y  se realiza en varios modelos experimentales principalmente en 

ratones (Mus musculus) modificados genéticamente ya que se pueden investigar 

mecanismos patológicos de la enfermedad, la producción de la proteína de la 

huntingtina  o  posibles efectos terapéuticos del ARNi (Rational Design of Therapeutic 

siRNAs: et. alt, 2011). 

En varios paísescomo en Estados Unidos, Japón, entre otros se ha estudiado las 

enfermedades neurodegenerativas a nivel experimental. En el 2013 la Escuela de 

Bioanálisis-PUCE está desarrollando el proyecto de investigación J13130 

“Identificación del potencial terapéutico del ARN de interferencia en la Enfermedad de 

Huntington mediante modelos animales experimentales” y una parte del mismo 

corresponde al presente estudio que intenta dar respuesta a la siguiente pregunta de 

investigación: 

¿Cuál es el potencial terapéutico del ARN de interferencia (ARNI) de forma 

indirecta en la enfermedad de Huntingtonen modelos experimentales inducidos con 

ácido Nitropropiónico (3NP)? 
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1.3 OBJETIVOS  

 

1.3.1 OBJETIVO GENERAL 

-Determinar el potencial terapéutico del ARN de interferencia  en modelos 

experimentales químicamente inducidos en la enfermedad de Huntington. 

 

1.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

-Determinar la dosis de Ácido Nitropropiónico (3-NP) para obtener un daño 

químico significativo en los cerebros de los modelos experimentales semejante al daño 

producido por la Enfermedad de Huntington (HD). 

- Establecer el nivel de restablecimiento de la capacidad motriz de los modelos 

químicamente inducidos tratados con ARN de interferencia (ARNi) en la enfermedad de 

Huntington (HD). 

- Diferenciar cuantitativamente la proteína ácida glial fibrilar (GFAP) en los 

modelos experimentales tratados con Ácido Nitropropiónico (3-NP) y ARN de 

interferencia (ARNi).  

 

1.4 HIPÓTESIS 

El ARN de interferencia tiene un efecto terapéutico en la Enfermedad de Huntington 

al aumentar el peso, detener el daño de los astrocitos, mejorar la coordinación matriz y 

permitir la sobrevivencia de los modelos experimentales químicamente modificados con 

un desorden neurológico y disminuir los niveles tisulares de la proteína  ácida glial 

fibrilar (GFAP). 
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CAPITULO II 

MARCO TEÓRICO Y CONCEPTUAL  

 

2.1 ANTECEDENTES 

 

      Los estudios sobre ARN de interferencia (ARNi) como una alternativa para el 

tratamiento de la enfermedad de Huntington  se han desarrollado hace varios años, lo 

que nos permite llegar a conocer varios aspectos genéticos y moleculares de las 

alteraciones características de esta patología. Estos estudios se han probado en varios 

modelos experimentales como roedores para evaluar y optimizar la seguridad del uso 

terapéutico del ARN de interferencia.  

      Uno de los estudios que centra su análisis en el ARNi es: “Alto contenido de 

sustancias químicas y pantallas de ARNi para los supresores de neurotoxicidad en los 

modelos de la enfermedad de Huntington” permitiendo obtener dados sobre el estado 

fisiológico de los astrocitos en  

los modelos experimentales y la cuantificación de las morfologías complejas facilitando 

laidentificación de genes modificadores de la enfermedad (Schulte,et. alt 2011). 

      Otro estudio importante es el “Silenciamiento de Huntingtina y la Eficacia 

Terapéutico en ratones con enfermedad de Huntington” ya que muestra la posibilidad de 

invertir el daño celular y promover la supervivencia celular con el ARNi logrando una 

disminución de Huntingtina pero su desventaja fue que provocaron una inducción tóxica 

en las células de los modelos experimentales. (Scott Q. ,et. alt2005). 

      El desarrollo de modelos experimentales que asemejen los signos y síntomas de esta 

patología fueron tratados en el estudio de “Perfiles de expresión de los modelos de la 

enfermedad de Huntington” sugiere que el factor neurotrófico derivado del cerebro 

juega un papel importante en la degeneración estrial enfocándose en la modificación 

química de los ratones a través del Ácido Nitropropiónico (3NP) para comprobar que el 

químico asemeje la fisiopatología de la enfermedad y establecer las dosis especificas de 

este reactivo. Los análisis se centraron en la observación de las capacidades motrices de 

los ratones y el análisis del daño tisular a través de placas histológicas (Andrew D, et. 

alt, 2007). 
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      Los estudios realizados actualmente sobre el ARNi se centran en el desarrollo de 

terapias de protección neuronal  en modelos experimentales para retrasar el inicio y la 

progresión de la enfermedad de Huntington. El análisis de estos estudios se realiza por 

Western Blot (Abdulrahman, et. alt, 2011). 

      En América Latina, también, se han realizado estudios enfocados en silenciar la 

proteína Huntingtina como en México sobre Aplicaciones terapéuticas in vivo del ARNi  

en ratones transgénicos para la producción de la proteína Huntingtina y de las 

características fenotípicas de esta patología al usar el reactivo 3-NP 

(acidonitropropiónico) que interacciona con el ARNi para observar el potencial 

terapéutico del mismo y cuantificar la proteína Huntingtina por Western Blot 

(Nakamura López,et. alt 2009). 

 

      Todos los estudios indican que aún falta mucho que investigar sobre el ARN de 

interferencia y sobre los ensayos en modelos experimentales químicamente 

modificados. 
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2.2 Enfermedad de Huntington 

 

2.2.1 Generalidades  

       La enfermedad de Huntington es considerada una neurodegeneración autosómica 

dominante. Existen tres etapas de acuerdo a la gravedad de esta patología: temprana, 

media y tarde (Flint Beal et. alt, 2004). 

       La enfermedad de Huntington al presentarse generalmente en adultos de mediana 

edad con síntomas de disminución motora y cognitiva tiene una muerte aproximada de 

15 a 20 años después del inicio de la enfermedad. Esta patología está caracterizada por 

la degeneración selectiva de las neuronas espinosas medias en el núcleo caudado y el  

putamen. Se caracteriza por ser una enfermedad con síntomas progresivos y la 

degeneración paulatina del sistema nervioso provocando incapacidades físicas y 

psíquicas (Curtis, et. alt, 2003). 

       Las personas que heredan esta patología se desarrollan y llevan una vida normal 

hasta la adultez temprana, sin embargo los movimientos involuntarios pueden iniciarse 

en cualquier momento después de la infancia. En esta patología, el trastorno cognitivo 

se considera un síndrome subcortical ya que carece de características clínicas como 

afasia, amnesia, agnosia o asociados con la demencia. Los deterioros cognitivos que se 

evidencias en esta patología son las habilidades ejecutivas como la organización, 

regulación y percepción. Este grupo de habilidades afectan principalmente el 

rendimiento de áreas cognitivas como la velocidad, razonamiento, planificación, juicio, 

toma de decisiones, control de impulsos, control de temperamento, percepción, 

conciencia, lenguaje, aprendizaje y memoria entre otros (Bonilla, 2000). 

       La  etapa temprana está caracterizada por la neurodegeneración estrial y la fase 

final se caracteriza por el adelgazamiento cortical. Las etapas juveniles se pueden 

presentar desde los dos años y las etapas tardías o seniles se pueden presentar de los 

setenta a los ochenta años, aunque existen varias etapas de esta patología la duración de 

la enfermedad no cambia, suele ser siempre de 10 a 15 años. Los síntomas son difíciles 

de reconocer en el inicio de la enfermedad ya que se manifiestan anormalidades motoras 

menores como temblor general, movimientos excesivos de dedos, manos.  

(Abdulrahman, 2011). 
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        En la etapa avanzada de esta patología se presenta una reducción del cuerpo 

estriado, corteza cerebral, hipocampo y el tálamo. Se presentan síntomas como 

movimientos más lentos, posturas anormales, dificultad en la relajación de los 

músculos,  movimientos involuntarios de larga duración que son repentinos y aleatorios. 

En la fase terminal se presenta movimientos involuntarios de ojos, brandiquinesia, 

aquinesia, rigidez muscular, temblor en descanso y dificultades en prestar atención 

(García De Yérbes, et. alt, 2003). 

 

      La prevalencia de esta enfermedad es de 5 personas de cada 100.000 en el mundo. 

Actualmente no existe una cura para esta patología pero se siguen desarrollando varios 

tratamientos para controlar los síntomas y dar una mejora en su vida diaria. La 

prevalencia es más alta en Europa, ya que se presentan entre 5 a 10 casos por cada 

100000 personas. Otra alta incidencia dentro de 15000 miembros de un grupo de 

familias en un pueblo pescador en la frontera del Lago de Maracaibo en Venezuela 

(Schulte, et. alt,2011). 

      2.2.2 Origen- causas 

      La enfermedad de Huntington fue descrito por primera vez por el médico 

estadounidense George Huntington en 1872 al estudiar varios casos (Boudreau et. alt, 

2011). 

 

      En la actualidad no se ha aclarado totalmente el mecanismo patogénico de la 

neurodegeneración característica en la enfermedad de Huntington pero se han descrito 

los efectos bioenergéticos y modificaciones epigenéticas (Pérez De La Cruz, 2007). 

 

       Esta patología se origina por mutaciones ya que existe un aumento del número de 

repeticiones del triplete CAG que codifica el aminoácido glutamina. Estas repeticiones 

se encuentran en genes que codifican factores de transcripción. El gen que se afecta en 

esta patología es el (IT15) ubicado en el cromosoma 4 y que codifica la proteína 

huntingtina. La proteína huntingtina no tiene una función conocida pero se la relaciona 

con el desarrollo embrionario, la hematopoyesis y la neurogénesis. Esta proteína 

presenta 35 residuos de glutamina en el extremo N terminal en estado normal, cuando 

esta proteína muta presenta 38 o más residuos formando agregados  que producen 
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translocaciones  e induciendo a la muerte celular por apoptosis (Perez De la Cruz et. alt, 

2007). 

      El cerebro de los pacientes que padecen la enfermedad de Huntington presenta 

pérdida progresiva de neuronas y falta de desarrollo intranuclear neuronal.  Esto 

provoca que la huntingtina se acumule y forme agregados junto con otras proteínas mal 

plegadas en el citoplasma y en el núcleo entre ellas se incluyen los componentes del 

sistema de ubiquitina-proteosoma, chaperonas, proteínas sinápticas y factores de 

transcripción. 

 

       La Huntingtina es una proteína multidominio de 348-kDa, tiene una glutamina 

polimórfica que en su extremo amino terminal que es rico en prolina. La polyQ induce a 

cambios de formación en la proteína formando agregados intracelulares. La función 

específica de la Huntingtina no está descrita en la actualidad ya que tiene poca 

homología de secuencia con otras proteínas conocidas. Está localizada en varios 

compartimientos sub-celulares como el núcleo, cuerpo celular, dendritas y terminales 

nerviosas de la neurona. También puede estar relacionada con organelos celulares como 

el aparato de Golgi, retículo endoplasmático y la mitocondria. Se ha relacionado a la 

Huntingtina con la interacción directa con β tubulina, incluyéndola en la función del 

transporte de vesículas, anclaje del citoesqueleto, endocitosis, transporte neuronal y 

señalización postsináptica. La proteína de la huntingtina se expresa en forma amplia y 

se encuentra niveles altos en los testículos y el cerebro. En el cerebro los principales 

sitios de expresión son el neocórtex, el cerebelo, el cuerpo estriado y el hipocampo. La 

proteína de Huntington también se asocia con muchas proteínas que regulan el 

transporte intracelular o la endocitosis como la proteína huntingtina asociada 1 (HAP1), 

proteína interactuante con la huntingtina 1 y 14 (HIP1 y HIP14), HIP1-proteína 

relacionada (HIP1R), proteína quinasa C y la caseína quinasa sustrato en las neuronas-1 

(PACSIN1) (Landles et. alt, 2004). 
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Figura Nº1: La huntingtina produce varias modificaciones y defectos 

intracelulares al formar agregados citoplasmáticos. Altera el transporte vesicular, la 

homeostasis y aumenta la susceptibilidad de muerte neuronal (Borrell-Pagès, et. alt, 

2006). 

      La repetición de los tripletes CAG normal es de 10 -26  pero en la enfermedad de 

Huntington se ve aumentada, mayor a 35 repeticiones. Se presenta por el deslizamiento 

durante la replicación del ADN, esto provoca la formación de proteínas defectuosas 

causando un adelgazamiento cortical y una pérdida de cuerpo estriado en el cerebro 

(Ventura, et. alt, 2013). 
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      Este triplete codifica una glutamina en una región codificante, lo que da como 

resultado una poliglutamina dentro del gen de la huntingtina, esto provoca la formación 

de agregados que se pueden considerar tóxicos. Al ser una patología hereditaria se 

puede ver síntomas en edades tempranas en los hijos en comparación con los padres y a 

través de las generaciones la enfermedad aumenta. La edad promedio de pacientes que 

desarrollan la enfermedad es de 38 años, aunque existe un grupo minoritario que 

presenta síntomas de movimiento involuntario de las extremidades, rigidez o deterioro 

cognitivo antes de los 20 años (Boudreau, et. alt, 2009). 

       La repetición de aminoácidos, la presencia de poliglutaminas cerca del amino 

terminal de la proteína huntingtina contribuyen a la patogénesis de la enfermedad. Se 

presenta una disfunción de la transcripción y problemas de plegamiento de proteínas. La 

longitud de las repeticiones de los aminoácidos es inversamente proporcional a la edad 

de la aparición de la enfermedad como en la etapa juvenil que presenta más de 60 

repeticiones de aminoácidos (Miller, et. alt, 2010). 

      La enfermedad de Huntington al ser una enfermedad neurodegenerativa que 

presenta pérdidas de células en los ganglios basales, especialmente en el área 

responsable de los movimientos motores llamada putamen. La muerte neuronal se 

distribuye anatómicamente en el núcleo caudado, el putamen, en las capas III, IV y VI 

de la corteza cerebral (McBride, et. alt, 2008). 

      2.2.3 Signos y síntomas 

       Los síntomas aparecen con más frecuencia entre las edades de 35 a 50 años de edad 

caracterizados por movimientos anormales e involuntarios que afectan mayormente a 

los miembros inferiores, movimientos voluntarios afectados por falta de coordinación 

retraso en el inicio de los movimientos y un deterioro progresivo e irreversible de las 

funciones cognitivas. Existen algunos síntomas conductuales como irritabilidad, 

compulsiones, alucinaciones, deterioro de memoria, disminución de las funciones 

(Strand, et. alt, 2007). 

      Otros síntomas son las alteraciones motoras incluyendo movimientos involuntarios 

como distonía, corea, inquietud motora y los movimientos voluntarios como la 

bradicinesia, falta de coordinación, retraso de los movimientos, deterioro de la 

modulación, entre otros (Kumar, et. alt, 2010). 
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       Los pacientes que presentan esta patología tienen varios cambios característicos 

como la pérdida de peso que puede ser provocado por el bloqueo de la enzima succinato 

deshidrogenasa en el Ciclo de Krebs. Existe una relación directamente proporcional 

entre el grado de atrofia estriatal y la gravedad de las anomalías motoras y psiquiátricas. 

La pérdida de peso está determinada por factores primarios y secundarios. Los factores 

primarios son los relacionados con la disfunción neuronal y la neurodegeneración y los 

factores secundarios que contribuyen a la pérdida de peso como la medicación 

(Hernandez-Echeagaray, et. alt, 2010). 

       Las alteraciones en esta patología son: la excitotoxicidad, alteraciones del 

metabolismo energético que causa daño oxidativo y eliminación de la proteína 

huntingtina que provoca agregación y daño metabólico. La neurodegeneración de esta 

patología puede ser selectiva ya que produce una atrofia inicialmente en el cuerpo 

estriado, núcleo caudado y putamen, lo que produce la dilatación de los ventrículos 

laterales. Esta atrofia es proporcional a la gravedad de los síntomas e implica la 

activación de la apoptosis y la gliosis parcial (Mochel, et. alt, 2012). 

 

     Existe una lesión celular ya que existe una disminución del metabolismo energético, 

alteraciones en el funcionamiento mitocondrial, estrés oxidativo y neurotoxicidad. 

También existe una disminución de los niveles de ácido  aminobutírico  (GABA) y su 

enzima de la síntesis de glutamato descarboxilasa (GAD), la acetilcolina (ACh) y su 

enzima de síntesis transferasa colina-acetil (CAT) y algunos péptidos  localizados en las 

neuronas espinosas medianas. (Mende-Mueller, et. alt, 2001). 

        Los cambios más significativos en el cerebro en la enfermedad de Huntington son 

la neurodegeneración, microgliosis y astrocitosis. Otros síntomas de esta patología 

incluyen pérdida de peso, cambios hormonales de apetito, alteraciones en la 

homeostasis de la glucosa, trastornos en el equilibrio de la energía y un ritmo circadiano 

interrumpido (Huang, et. alt,2011). 

       El daño neuronal incluye pérdida de neuronas espinosas de tamaño medio que 

proyectan sustancia nigra (SN) y al globo pálido (GP). La característica neuropatológica 

más importante es la muerte de neuronas GABAérgicas espinosas. Otros daños se 

encuentran en las neuronas piramidales de las capas III, V, VI de la corteza. En cada 
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etapa de esta patología el daño neuronal es progresivo, se extiende a varias regiones 

cerebrales como el globo pálido, el núcleo subtalámico (NST) y en la etapa tardía existe 

degeneración del tálamo, la sustancia nigra (SN), el hipocampo, la médula espinal, entre 

otros. La degeneración del estriado produce el aumento de movimientos involuntarios 

de cabeza, cara, cuello, extremidades, movimientos lentos y rigidez. Otras áreas 

afectadas con la degeneración son: la corteza y produce déficit en la memoria, 

habilidades de realizar tareas, la corteza pre-frontal que  está involucrada en procesos 

cognitivos complejos, la corteza orbito-frontal que produce falla en movimientos 

motores (Fang, et. alt,2009). 

      Las inclusiones en la corteza cerebral son directamente proporcionales al tamaño de 

la expansión de la poliQ y es inversamente proporcional a la edad de inicio de la 

enfermedad. Estas inclusiones se encuentran generalmente en las neuronas espinosas de 

tamaño medio y son escasas en el globo pálido, el cerebelo, sustancia neigra, núcleo 

subtalámico y el hipocampo. Las inclusiones están localizadas en la superficie del 

núcleo. El tamaño de las lesiones en el cuerpo estriatal puede definir el patrón de 

locomoción, es decir que lesiones más pequeñas se relacionan con hiperactividad y 

lesiones más grandes se relacionan con hipo-actividad. La perdida de neuronas se 

relaciona con la reducción de la actividad locomotora (Drabik, et. alt,2007). 

      Este proceso de muerte celular provocado por un mal funcionamiento mitocondrial 

se produce en los pacientes con enfermedad de Huntington como una consecuencia del 

mal funcionamiento del metabolismo de la glucosa. Otros daños se evidencian en el 

caudado, putamen y deficiencias en algunas enzimas involucradas en el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos y de la cadena transportadora de electrones, también se incluye 

una reducción en la actividad de la aconitasa y de los complejos II, III y IV. El déficit 

del complejo II se caracteriza por la disminución de la oxidación de los sustratos 

dependientes del FADH2 como el succinato y en la oxidación normal de los 

dependientes de NADH como el malato. El bloqueo del complejo III altera la oxidación 

de ambos. Los déficits enzimáticos que afectan a la cadena respiratoria afectan al 

metabolismo celular. Al limitar el ciclo del ácido cítrico y la oxidación del piruvato, que 

pasa a ser metabolizado a lactato se reduce la producción de ATP (Huang, et. alt,2011). 
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       El estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial están conectados en la enfermedad 

de Huntington, y esto causa un círculo vicioso de déficit de energía que termina en la 

neurodegeneración. El óxido nítrico (NO) es pate de la patogénesis de la enfermedad de 

Huntington ya que junto a su metabolito tóxico el peroxinitrito causa daño en la 

integridad de la membrana mitocondrial, produce disfunción mitocondrial, rotura en el 

ADN, peroxidación de lípidos y nitrosilación de proteínas (Sandhir, et. alt, 2012). 

      La inflamación en el cerebro es una característica frecuente en las enfermedades 

neurodegenerativas ya que las células que producen las respuestas inflamatorias son los 

astrocitos y microglia que liberan mediadores inflamatorios como citocinas, 

quimiocinas y radicales reactivos libres. Las células de respuesta inmune innata 

microglía, macrófagos y monocitos se activan en la etapa temprana de esta patología. Al 

progresar la enfermedad se liberan los mediadores neurotróficos como  el factor de 

crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico  derivado glial de la línea celular 

(GDNF), factores neurotróficos ciliar (CNTF) y factor beta transformador de 

crecimiento (TGF-β) que realizan fagocitosis  en lesiones. Otros mediadores 

neurotóxicos en la neurodegeneración son: factor necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

interluquina (IL), óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 (PGE-2) y  peróxido de 

hidrógeno (H2O2). La activación de estos mediadores es parte de la activación de la 

inflamación microglial (Strand et. alt,2007). 

      2.2.4 Diagnóstico 

       El diagnóstico de la enfermedad de Huntington depende de tres criterios: la historia 

familiar del paciente, la alteración motora progresiva y los trastornos psiquiátricos con 

demencia progresiva sin otras causas (Lim, et. alt,2010). 

      2.2.5 Tratamientos paliativos 

      Las terapias paliativas para esta patología buscan identificar marcadores biológicos 

para monitorear la progresión de la enfermedad, los marcadores pueden ser genómicos o 

proteómicos (Lee, et. alt,2011). 

      Los tratamientos para esta enfermedad dependen de la etapa en que se encuentre el 

paciente ya que en las primeras de ellas al no existir daño en la corea, no se presentan 

interferencias en la vida del paciente, pero si se encuentra en una etapa tardía los 

síntomas afectarían las actividades cotidianas del paciente como caminar, escribir o 
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alimentarse, por estas razones se comienza el tratamiento de la patología. Los 

tratamientos actuales para los síntomas de esta patología se centran en los síntomas 

como insomnio, depresión, agitación, agresividad, desnutrición, corea, entre otros 

(Boudreau, et. alt,2011). 

       Los pacientes en la actualidad se están tratando con el fármaco Tetrabencina que 

ayuda a reducir la corea y está aprobado por la Food and Drug Administration of  

Estados Unidos (FDA). Esta droga actúa como un transportador vesicular de 

monoamina inhibidor (VMAT), es decir que permite la detección metabólica temprana 

de la degradación de las monoaminas, especialmente la dopamina, La dopamina es 

transportada en vesículas sinápticas para ser almacenadas y después liberadas por 

exocitosis. Los medicamentos neurolépticos se pueden administrarse en las etapas 

tempranas para controlar los movimientos involuntarios, pero pueden tener efectos 

secundarios como aumento de rigidez en etapas posteriores (Dıaz Hernandez, et. alt, 

2003). 

 

       Estas terapias permiten retrasar la progresión de los síntomas de la enfermedad, en 

la actualidad, estas se están probando en modelos animales experimentales ya que se 

evidencia varios efectos positivos como prevenir la apoptosis al inhibir las caspasas, 

mejorar el metabolismo energético, inhibir la formación de agregados de poliglutamina, 

entre otros (Delorme, et. alt, 2012). 

      Las terapias farmacológicas experimentales son excitotóxicas que actúan en el 

bloqueo de la NMDA e inhiben las caspasas. Ejemplos de estos fármacos son: 

- Riluzole: Agente antagonista del glutamato, actúa sobre los canales de sodio 

limitando la liberación del glutamato. El uso en modelos experimentales 

muestra la reducción de tamaño en la lesión estriatal y mejorar los 

movimientos coreicos 

- Coenzima Q10: Transportador de electrones del Complejo II al III  junto con 

una terapia con un inhibidor no competitivo de los canales NMDA. 

- Memantina: Neuroprotector y bloqueador del NMDA (N-metil-D-aspartato) 

- Minociclina: Antinflamatorio e inhibidor de las caspasas y del óxido nítrico 

sintetasa (Inos) 
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- Creatina: Estabilizador de la permeabilidad de los poros de transición de la 

membrana mitocondrial. Su uso en modelos experimentales redujo la atrofia 

cerebral, la formación de inclusiones intranucleares y la N- acetilaspartato en 

el estriado. 

     Los tratamientos actuales para esta patología se centran en terapias de reemplazo y 

restauración de los transmisores GABAenergéticos,  en la terapia neuroprotectora y  en 

la disminución de los niveles sinápticos del neurotransmisor glutamato ya que inhibe los 

canales de sodio e impide la entrada de calcio (Ca
2+

) en la neurona presináptica.(Jordan, 

2003). 

 

2.3 Modelos animales experimentales químicamente modificados 

       Los modelos animales experimentales que reproducen los síntomas de la 

enfermedad de Huntington se pueden generar a través de la inducción de químicos. 

(Zheng, et. alt, 2010). 

 

     Los modelos experimentales como los ratones dan una visión de los procesos 

fisiopatológicos de la enfermedad que se estudia, pero se debe tener en cuenta que no es 

un equivalente ya que los modelos experimentales están sujetos a variables como el 

peso, alimentación, las sustancias químicas inyectadas entre otras. (Cong, et. alt, 2012) 

      Los modelos experimentales de la enfermedad de Huntington permiten recrear el 

estrés oxidativo. La función mitocondrial, alteraciones en el transporte axonal y  en la 

transmisión sináptica. Los ratones que se utilizan como modelos experimentales tienen 

aproximadamente cuatro semanas de edad ya que se encuentran en el proceso del 

desarrollo de nuevas conexiones inter-neuronales y son más sensibles a los neurotóxicos 

(Mochelet. alt, 2012). 

      Se evidencia en el tejido neuronal una proteólisis específica. La muerte de los 

modelos experimentales se da a la aberración en el desarrollo del cerebro y en la 

neurodegeneración. Las proteínas relacionadas en el daño oxidativo son la enolasa 

neuronal específica, aconitasa, proteína de choque térmico y la creatina quinasa. Los 

procesos relacionados con la neurodegeneración son la glicosilación, la nitración de la 

célula, la atrofia muscular bulbar (SBMA) y ataxia (Hipp, et. alt, 2012). 
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     La especie de ratones más utilizada en los laboratorios de investigación es el Mus 

musculus, ya que reúnen varias características de crianza y de manipulación genética 

como: tamaño apropiado para la crianza y manipulación, breve periodo de gestación de 

19 a 21 días con alto número de crías, duración de vida de tres años aproximadamente 

que permite el análisis de la enfermedad en un periodo corto y tienen un genoma muy 

similar a los humanos al ser mamíferos euterios. (Harper, et. alt, 2011). 

 

      Los modelos experimentales químicamente inducidos pueden dividirse en 

excitotóxicos directos y excitotóxicos indirectos. Los modelos excitotóxicos directos se 

refieren a los modelos que son tratados con glutamato o sus agonistas como el ácido 

glutámico en altas concentraciones tanto sea mediante inyección intraestriatal como 

sistémica. El ácido glutámico o glutamato es un aminoácido esencial perteneciente al 

grupo de los aminoácidos ácidos y es un neurotransmisor  excitatorio y estimula 

selectiva de receptores ionotrópicos y receptoeres metabotrópicos. La utilización de 

estos químicos en los modelos experimentales permite que el tejido neuronal reciba 

gran cantidad de aportación glutamatérgica de las neuronas aferentes cortico-estriatales 

provocando una lesión celular y pueden reproducir algunas características como 

hiperquinesia, déficit en las capacidades motoras y déficit en el aprendizaje. Este tipo de 

modelos excitotóxicos fueron los primeros en utilizarse en los años de los setenta. Tiene 

varias limitaciones como no poder reproducir los síntomas progresivos de esta 

enfermedad y no poder reproducir las inclusiones intranucleares en el tejido neuronal. 

Entre los químicos que se utilizan en los modelos excitotóxicos indirectos que se 

utilizan en los modelos experimentales se encuentran el ácido quinolínico y el kainato 

(Túnez, et. alt, 2010). 

 

     Los modelos excitotóxicos indirectos no se producen por la inyección de compuestos 

agonistas del glutamato sino por la administración de toxinas mitocondriales. Estas 

toxinas  producen aumento en la formación de lactato, una depleción en la cantidad de 

ATP y degeneración neuronal específica de las neuronas a causa de la disrupción del 

metabolismo energético de la mitocondria. Con estos modelos se pueden reproducir 

algunos síntomas progresivos motores de la enfermedad de Huntington. Tiene algunas 

limitaciones como no reproducir los agregados proteicos ya que carecen de la proteína 

mutada responsable de su formación. Entre los químicos que se utilizan en los modelos 
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excitotóxicos indirectos pueden ser el malonato, Mn2- MPP, aminooxiacetato, rotetona, 

3- acetil piridina y el ácido 3 nitropropiónico (3-NP) (Brouillet, et. alt, 1998). 

 

      Los resultados conductuales que provoca la administración de ácido Nitropropiónico 

(3 NP), a modelos animales experimentales se encuentra dividido en tres etapas: 

- 1. Somnolencia 

- 2. Marcha descoordinada con movimientos característicos y movimientos de 

balanceo. 

- 3. Posición decúbito lateral y ventral 

 

      Al administrar esta neurotoxina de forma sistémica también pueden presentar una 

disminución en la actividad motora seguido por episodios de hiperactividad y 

movimientos anormales como temblores, meneo en la cabeza, vueltas descontroladas, 

rigidez y elevación de la cola. Si la administración del ácido nitropropiónico (3-NP) se 

realiza de forma sistémica, por ejemplo cada 4 días durante un mes, el modelo 

experimental presenta durante las dos primeras semanas un patrón hipercinético seguida 

por un patrón hipocinética durante las dos últimas semanas (Brambrink, et. alt, 2000). 

 

      Los modelos animales experimentales muestran varias características de la 

enfermedad como movimientos involuntarios que progresan a la rigidez y distonía. El 

deterioro de la memoria es producto de la disminución de la enzima acetilcolinesterasa 

en el cuerpo estriado y la corteza, estas áreas son responsables de controlar todo el 

movimiento del cuerpo. También presenta toxicidad cardiaca, caracterizada por una 

inflamación difusa de cardiomiocitos, contracción coagulativa multifocal y necrosis de 

banda. En una exposición crónica del ácido nitropropiónico (3-NP) se puede presentar 

consecuencias como trombosis auricular, mineralización cardiaca, pérdida de células, 

hinchazón de cardiomiocitos y necrosis. Otros resultados que se pueden evidenciar en 

los modelos animales experimentales son: lesiones de los ganglios basales con una 

inicial disminución de la actividad motora, episodios ocasionales de hiperactividad y 

movimientos anormales como temblor, meneo de la cabeza, vueltas, rigidez y elevación 

de la cola. Se evidencia un patrón hipercinético temprano durante las dos primeras 

semanas que es seguido por un patrón hipocinético durante las últimas dos semanas y 

esto es dependiente de la edad. Los modelos animales experimentales tienen una alta 

susceptibilidad a la isquemia cerebral y pérdida de peso por la disminución del 
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metabolismo de la energía después de la administración del ácido 3-nitropropiónico 

(Tkac, et. alt, 2012). 

 

      2.3.1 Características Ácido- 3 nitropropiónico 

       El Ácido 3- Nitropropiónico (3 NP) es una toxina fúngica que reproduce los 

síntomas de la enfermedad de Huntington en modelos animales experimentales. Es un 

inhibidor irreversible de succinato deshidrogenasa (SDH), que inhibe el ciclo del ácido 

tricarboxílico y los complejos mitocondriales II y III de la cadena de transporte de 

electrones. El succinato deshidrogenasa esta en el interior de la membrana mitocondrial 

y esta enzima es la responsable de la oxidación de succinato a fumarato en el ciclo del 

ácido tricarboxílico. (Misiak, et. alt, 2010). 

       Esta toxina es sintetizada por los hongos Aspergillus flavus, Astrágalo, Arthrinium 

y plantas como Indigofera endecapylla. El origen del descubrimiento de los efectos del 

ácido Nitropropiónico (3NP) ocurrió en China al hallar casos de envenenamiento en 

seres humanos por consumo de caña de azúcar ya que un grupo de niños ingirió azúcar 

de caña infectada con el hongo Arthrinium cuyo metabolismo produce ácido 

Nitropropiónico (3-NP), este les produjo una muerte celular en el caudado y el putamen 

y una astenia severa. También fue conocido como un agente tóxico causante de la 

encefalopatía aguda en ganado y seres humanos durante los años 1950-1960. 

       El ácido Nitropropiónico (3-NP) cruza la barrera hematoencefálica, esto muestra 

que la administración de este químico debe realizarse en forma sistémica para que se 

produzca una degeneración selectiva bilateral en la zona dorso lateral del tejido 

neuronal, pero si las dosis son muy altas en un corto tiempo, de uno  a cinco días, no se 

puede reproducir la patología en los modelos experimentales ya que se produce una 

depleción total de neuronas en el área central de la inyección estriatal y solo existe daño 

en el centro de la lesión y el resto del tejido se encuentra normal. Para reproducir la 

enfermedad de Huntington se debe administrar de forma crónica en un periodo de un 

mes aproximadamente en dosis bajas de 10 – 12 mg/kg, ya que se podrá reproducir los 

movimientos hipoquinéticos, el déficit de memoria, déficit de atención y algunos 

síntomas de la etapa temprana de la enfermedad de Huntington. Las lesiones que se 

pueden observar en el tejido neuronal son una astrogliosis moderada y una disminución 

en la actividad citrocromooxidasa (Fuentes Bello, et. alt, 2013). 
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       El daño en el tejido neuronal en los modelos experimentales con ácido 

Nitropropiónico (3-NP) está sujeto a varios factores del procedimiento como el tipo de 

administración del químico, aguda o crónica, la concentración del químico, entre otros.      

 

      La administración sistémica del ácido Nitropropiónico (3-NP) causa degeneración 

selectiva del tejido neuronal. Las limitaciones del ácido Nitropropiónico (3–NP) son la 

variación de los movimientos anormales que presentan los modelos experimentales ya 

que no se asemejan mucho a los experimentados por los pacientes con la enfermedad de 

Huntington ya que la organización de los ganglios basales de los roedores son diferentes 

a los primates, entre los movimientos que no se pueden reproducir son los coreicos, 

hiperlocomotoeres, distonia y bradiquinesia. Otra limitación es la falta de lesiones 

estriales ya que se producen en la mayoría de los casos en forma extraestrial, en 

estructuras como el hipocampo, el tálamo o la sustancia negra. Estos resultados 

muestran que el ácido nitropropiónico (3 NP) reproduce más las características de la 

etapa juvenil o las últimas etapas de la enfermedad de Huntington (Lan, et. alt, 2005). 

 

      2.3.2 Ácido- 3 nitropropiónico en relación con daño celular  

       La neurodegeneración es selectiva ya que provoca una atrofia más acusada en el 

cuerpo estriado, exactamente en el núcleo, caudado y putamen, provocando que exista 

dilatación en los ventrículos laterales. La macro-autofagia es un mecanismo de la célula 

que permite que los organelos y las proteínas puedan sobrevivir en una privación de 

nutrientes. Otros mecanismos relacionados con la muerte neuronal son la 

neuroinflamación y la degeneración axonal. El tejido neuronal presenta concentraciones 

de hierro relativamente elevado, por lo tanto en el estrés oxidativo o en la reducción del 

pH intracelular se produce un aumento de hierro libre debido a la oxidación y 

transferencia desde la ferritina y de enzimas dependientes de hierro. Esto se relaciona 

con los complejos mitocondriales I, II y III ya que se observa una reducción en sus 

actividades por contener enzimas dependientes de hierro en forma aumentada y provoca 

la pérdida neuronal selectiva. La pérdida de neuronas del cuerpo estriado que tienen 

receptores de la dopamina, D2, produce la inhibición gabérgica en la parte externa del 

globo pálido produciendo la desinhibición del tálamo sobre la corteza motora. 

(Rodríguez, et. alt, 2010). 
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        La muerte neuronal es resultado de la excitotoxicidad ya que existe una sobre-

activación de receptores de aminoácidos excitadores como el glutamato y sus análogos 

como los receptores glutamatérgicos ionotrópicos de tipo N-metil-D-aspartato 

(NMDA), provocando una reacción tóxica por la alta permeabilidad a los iones Ca
2+

. La 

sobre-activación de los receptores NMDA incrementa las concentraciones intracelulares 

de Ca
2+ 

y provoca la activación de enzimas proteolíticas calcio dependientes que 

ocasionan disfunción mitocondrial, alteración del metabolismo energético, formación de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) y especies reactivas de nitrógeno (ERN). En esta 

patología se presenta un aumento de deleciones del ADN mitocondrial en los lóbulos 

temporal y frontal de la corteza y un aumento en la concentración del 

8hidroxideoxiguanosina que es un marcador de la lesión oxidativa del ADN en la 

corteza frontal y en el caudado. Los antioxidantes principales endógenos que actúan en 

el cerebro son las enzimas superóxido dismutasas y el sistema glutatión, las enzimas 

superóxido degradan el O2 y generan H2O2. La peroxidasa del glutatíon es una enzima 

dependiente del selenio y glutatión reducida, esta cataliza la transformación de H2O2 en 

agua. La glutatión se oxida al regenerar la vitamina C oxidada en la regeneración de la 

vitamina E. La glutatión reductasa regenera la glutatión reducida. Los antioxidantes 

endógenos inhiben la apoptosis neuronal, y la disminución de este proceso que está 

relacionado con la neurodegeneración (Akashiba, et. alt, 2008). 

 

      Las ventajas del uso del ácido Nitropropiónico (3-NP) son; la reproducción de la 

muerte celular inducida por esta neurotoxina, permite el estudio de las alteraciones 

mitocondriales y el estudio de los mecanismos de daño celular como la formación de 

proteasas, astrogliosis, entre otros. El uso de esta neurotoxina permite ver el potencial 

de la respuesta terapéutica a varios fármacos (Rodríguez, et. alt,  2010). 

      2.3.3 Ácido- 3 nitropropiónico en relación con daño metabólico 

      El daño comienza través del proceso irreversible de bloquear el succinato de la 

enzima deshidrogenasa (SDH), disminuye los niveles de ATP  y acelera la apoptosis 

neuronal. Esta sustancia fúngica induce el estrés oxidativo, la neuroinflamación y la 

excitotoxicidad que son características en la enfermedad de Huntington. El proceso del 

daño celular comienza por el alto consumo de oxígeno (O2) para generar el ATP faltante 

que necesita el tejido neuronal para mantener su funcionamiento. También existe 
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alteración en la función mitocondrial, la fosforilación oxidativa y la glucólisis. El 

aumento de una proteasa de Ca2, la calpaina provoca también la muerte celular.  Este 

químico que actúa como inhibidor crónico e irreversible de la enzima mitocondrial 

succinato deshidrogenasa del complejo respiratorio II del ciclo de Krebs, localizada en 

la membrana interna de la mitocondria y responsable de la oxidación de succinato a 

fumarato. La energía liberada en estas reacciones se utiliza para bombear protones 

desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana generando un gradiente de 

pH a través de la membrana mitocondrial interna, que se emplea en la producción de 

ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico.  La disrupción de la actividad mitocondrial 

está asociada a la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) como radicales 

superóxido, radicales hidroxilo y peróxidos de hidrógeno que dañan la membrana 

celular y el ADN. Las especies reactivas  del oxígeno (ERO), son moléculas generadas 

principalmente en la mitocondria durante el transporte de electrones en la cadena de 

fosforilación oxidativa, que antes de convertir el oxígeno en agua, originan los radicales 

superóxido (O2), hidroxilo (OH) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). La producción de 

radicales libres es responsable del consumo del 2% del oxígeno usado en la respiración. 

Las especies reactivas del oxígeno (ERO) pueden generar reacciones en cadena con 

proteínas, lípidos de membrana, ácidos nucleicos y alterar su función. Las alteraciones 

que se producen se denominan estrés oxidativo. Aunque el estrés oxidativo es parte del 

metabolismo aeróbico normal y forma especies de oxigeno (ROS), puede haber una 

oxidación de los residuos derivados de cadenas laterales de aminoácidos (Klivenyi, et. 

alt, 2000 ). 

 

       El ácido Nitropropiónico (3-NP) no puede reproducir la liberación de glutamato en 

el cuerpo estriado. El mecanismo de acción de esta toxina implica la inhibición del 

complejo II (succinato deshidrogenasa (SDH) en la cadena de transporte de electrones, 

La SDH es una enzima situada en el interior de la membrana mitocondrial y permite la 

oxidación de succinato a fumarato. Al ser esta enzima bloqueada de forma irreversible 

por el ácido Nitropropiónico (3 NP), los niveles de ATP disminuye y se observan 

procesos de muerte celular (Gyung et. alt, 2002). 

 

       El ácido 3 nitropropiónico (3-NP) inhibe: el succinato deshidrogenasa (SDH), el 

ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) y el complejo mitocondrial II y III de la cadena de 

transporte de electrones. 
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      Los mecanismos directamente afectados por la administración del ácido 

Nitropropiónico (3 NP) son: la reducción de los niveles de ATP, aumento de los niveles 

de lactato provocado por el metabolismo energético alterado, excitotoxicidad por el 

cambio de la homeostasis de Ca
2+

 y todo esto desencadena en la muerte celular 

neuronal. El ácido 3 nitropropiónico en general provoca la pérdida de ATP, por la 

inhibición de los complejos mitocondriales, causando la disminución de la energía en 

las regiones cerebrales y alterando el almacenamiento de memoria en las diferentes 

partes del cerebro, especialmente en el hipocampo. La neurotoxicidad del ácido 

nitropropiónico (3-NP), se atribuye principalmente a la producción de especies reactivas 

oxidativas (ROS) durante la falta de ATP.  Otros efectos del ácido nitropropiónico (3-

NP) son los efectos cardiotóxicos ya que existe inhibición del succinato deshidrogenasa 

en las mitocondrias del corazón. Los daños producidos en el cerebro y el corazón son 

ocasionados porque los dos órganos tienen una dependencia de la función mitocondrial 

y el metabolismo oxidativo para la producción de ATP, estos procesos están alterados 

por la administración de esta neurotoxina (Lan, et. alt, 2005). 

2.4 ARN de interferencia  

      El silenciamiento de los genes realizado por el ARNi se demostró por primera 

ocasión en 1998 por Andrew Fire. El ARNi es un proceso biológico que se está 

probando como una terapia potencial ya que podría bloquear o “silenciar” la expresión 

de un gen.  Los estudios realizados para probar esta terapia se lo está realizando en 

modelos experimentales como ratones que mostraron un funcionamiento de 

coordinación motora mejorada y una mayor supervivencia. Se clasifica en dos 

categorías,  según a los genes que silencian. La primera categoría incluye al ARNi que 

silencian genes que causan daño al organismo, pueden ser genes virales, mutados o 

resultantes de translocaciones cromosómicas. Estos ARNi tienen una aplicación 

terapéutica. La segunda categoría incluye al ARNi que silencia genes endógenos que 

indican su funcionamiento en el organismo (Nakamura López, et. alt, 2009). 

        El  ARNi media la resistencia de ácidos nucleicos patógenos y la regulación de la 

expresión de genes. Al ser un mecanismo biológico presente  en seres vivos, puede ser 

utilizado como un nuevo tratamiento específico para la inhibición de la expresión de 

genes que provocan enfermedades. Los mecanismos de acción del ARNi son la 

remodelación de la cromatina, inhibición y degradación del ARN mitocondrial 
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específico de un gen. El proceso que utiliza el ARNi para introducirlo en las células 

comienza con el uso de vectores de ADN, este genera ARN de pequeña interferencia 

(siARNs) en forma constante y es controlado por un promotor del tejido específico que 

se va a tratar. Los promotores generan una secuencia para el ARN polimerasa III, que 

genera ARNs pequeños y despega en la secuencia de ADN al encontrar una cola de 

poliT. El tratamiento potencial para la enfermedad de Huntington podría ser la 

supresión de la producción de la proteína ampliado en las regiones afectadas del cerebro 

a través de la interferencia de ARN (ARNi) (DiFiglia, et. alt, 2007). 

      2.4.1 Potencial Terapéutico 

        La función del ARNi se produce de forma natural en las células ya que es un 

mecanismo de regulación postranscripcional mediada por ARNi endógeno. La 

aplicación del ARNi en modelos experimentales animales con la enfermedad de 

Huntington como los ratones permiten ver mejoras en rendimiento y en el 

funcionamiento de las extremidades traseras del ratón, la falta de funcionamiento de 

estas partes es un indicador del deterioro neurológico del modelo experimental (Harper, 

et. alt, 2005). 

      El potencial terapéutico del ARNi radica en proporcionar un mecanismo de defensa 

celular para disminuir diferentes  elementos patógenos. Se utiliza ARN artificiales 

aplicados de forma exógena. El alcance terapéutico del silenciamiento de la expresión 

se ha demostrado en modelos experimentales animales como el ratón que fue tratado 

con tetraciclina para que se exprese el gen de huntingtina, este gen  provoco que se 

expresaran los síntomas característicos de la enfermedad como las inclusiones 

neuronales  que muestran la neuropatía de esta patología y movimientos motores 

anormales. El tratamiento con ARNi permitiría la eliminación de la proteína huntingtina 

dentro de las neuronas. Otra opción es inducir la enfermedad de Huntington a través de 

fármacos (Nakamura López, et. alt, 2009). 

       El mecanismo del ARNi se basa en bloquear o “silenciar” selectivamente el alelo 

que contiene la repetición de los trinucleótidos CAG expandida y exactamente en el 

exón del gen de Huntingtina ya que en un paciente con esta patología tiene un alelo 

normal y un alelo mutante causante de la enfermedad. El ARNi podría discriminar los 

cambios de un solo polimorfismo nucleótido (SNP) y así acoplarse correctamente en el 

alelo de la enfermedad, reducir la expresión a través de la unión de las isoformas del 
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polimorfismo del nucleótido. Esto nos daría bases para crear ARNi individuales para 

cada paciente (DiFiglia, et. alt, 2007). 

        El empleo del ARNi como: un tratamiento habitual en el futuro se encuentra sujeto 

a varios procesos como: el procesamiento en tejido blanco, la estabilidad, vida media y 

la determinación de los métodos adecuados para la aplicación en tejidos específicos. Las 

terapias basadas en ARNi dependen de múltiples factores como la protección del 

mismo, una transfección eficaz y eficiente al evitar efectos tóxicos (Boudreau, et. alt,  

2011).  

        Para la transfección del ARNi  se utiliza la invivofectamina junto con la 

proconvertina.   

La Invivofectamina es un lípido de origen animal libre basada en un reactivo de 

transfección de ARNi, es ideal para la inyección en el animal y para evitar una respuesta 

de estrés y una baja toxicidad.(Technologies, 2011) 

       El Ambion In Vivo Factor VII siRNA tambien conocido como proconvertina es una 

serin proteasadependiente de vitamina K y es la proteina central en la cascada de 

coagulación. El factor VII es sintetizado exclusivamente en el higado,  secretado en el 

plasma donde circula en una forma inactiva y es utilizada para el silenciamiento de 

siRNA. Las características de este factor son la especificidad, estabilidad, no es tóxico o 

imnunogénico.(Technology, et, alt 2010) 

      2.4.2 Aplicación a la terapia genética 

       El ARNi produce la disminución o la detención de la enfermedad produciendo 

efectos secundarios. Ayuda a mejorar las anomalías patológicas y de comportamiento de 

los modelos animales experimentales, por esto se puede utilizar como posible 

tratamiento para la enfermedad de Huntington (Boudreau, et. alt,  2011). 
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2.5 Proteína ácida glialfibrilar (GFAP) 

       La proteína ácida fibrilar glial (GFAP) es una proteína de 51-kD que se expresa en 

astrocitos y células epindimarias normales, reactivas y neoplásicas. 

      Es una proteína de filamentos intermedios y es un componente importante del 

citoesqueleto. Permite la integridad celular,  la resistencia y es la proteína principal de 

filamentos intermedios en los astrocitos maduros a más de ser un componente 

importante del citoesqueleto en astrocitos durante el desarrollo. Esta proteína es la 

principal en el cerebro adulto y es característica en los astrocitos maduros. Tiene ocho 

diferentes isoformas. El marcador de célula glial fibrilar ácida glial proteíca (GFAP) 

indica la muerte celular neuronal. Se encuentra disminuida por la toxicidad del ácido 

Nitropropiónico (3-NP). También existe una inmunoreactividad, aumento de células 

apoptópicas, inducción de liberación de citocromos c, activación de la apoptosis y 

elevación de lactato deshidrogenasa (LDH) (Middeldorp et. alt, 2011). 

 

      2.5.1 Características 

      Esta proteína está involucrada en las funciones de los astrocitos, que son 

importantes en la regeneración, plasticidad sináptica y gliosis reactiva. Es un marcador 

de astrocitos que está presente en el daño cerebral o durante la degeneración del sistema 

nervioso central. Fue descubierta en el cerebro de los pacientes con esclerosis múltiple 

(EM). Se clasifica como una proteína tipo III del sistema nervioso central (Mamber, et. 

alt, 2012). 

      Esta proteína se expresa por la inducción de varios factores como la lesión cerebral 

y la enfermedad. La expresión inicial de esta proteína en el cerebro en desarrollo se 

inicia en la glía radial, células bipolares en la zona ventricular. Los daños que se puedan 

presenciar en el sistema nervioso central como daños mecánicos activan la expresión de 

la proteína ácida glial fibrilar (GFAP) y formación de una cicatriz glial. La mayor 

expresión de la proteína ácida glial fibrilar (GFAP) se da por la hipertrofia celular de los 

astrocitos en respuesta a la neurodegeneración, isquemia o trauma causada por 

patologías del sistema nervioso central como la enfermedad de Huntington (Mamber, et. 

alt, 2012). 
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      2.5.2 Función 

       La función de esta proteína es la resistencia mecánica y el mantenimiento de la 

forma de las células. Otras funciones además son: inducción y la regulación de la 

barrera hematoencefálica, protección de las neuronas contra los excesos de 

neurotransmisores, promover la plasticidad sináptica, formación de sinapsis, 

coordinación de la actividad neuronal a través de la comunicación directa con neuronas, 

homeostasis sináptica de los neurotransmisores y los iones (Middeldorp et. alt, 2011). 

 

Figura Nº2: Revisión de los procesos celulares en el cerebro, en el que la 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP) desempeña una función. (Middeldorp et. alt, 2011) 
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      2.5.3  Interacción con astrocitos y neuronas 

        Las células gliales microglia y astrocitos tienen un papel doble en la patogénesis El 

aumento de la expresión de la proteína ácida fibrilar glial en el cuerpo estriado se da por 

la neurotoxicidad del ácido nitropropiónico (3-NP).     

       El ácido nitropropiónico (3-NP) afecta a los astrocitos al aumentar la expresión de 

la proteína ácida fibrilar glial (GFAP). Esta neurotoxina tiene un uso farmacológico en 

los modelos animales experimentales ya que reproduce el fenotipo de la degeneración 

estriatal por las modificaciones metabólicas (Kumar, et. alt, 2010). 

 

2.6 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida 

       La electroforesis fue definida por primera vez en 1907 por Michaelis como un 

fenómeno por el cual una molécula con carga neta se desplaza en respuesta a la 

aplicación de un campo eléctrico que depende de factores como: la intensidad del 

campo, la carga neta, tamaño y forma de las moléculas, fuerza iónica, viscosidad y 

temperatura del medio en el cual las moléculas se mueven (Maldonado, et. alt, 2013). 

       Fue realizada por primera vez en 1937 por Tiselius, en 1959 Raymond y Weintraub 

utilizaron como soporte el gel de poliacrilamida. Con el pasar de los años esta técnica 

fue perfeccionada por varios investigadores como Davis y Ornstein.  

      Es considerada una técnica analítica simple, rápida y muy sensible para la 

separación y el estudio de moléculas cargadas como son las proteínas. También se 

puede conocer características ácido básico, peso molecular, punto isoeléctrico y número 

de cadenas polipeptídicas de las proteínas (García; et. alt., 2000). 

     Los geles de poliacrilamida tienen una buena resolución ya que tienen varias 

ventajas como ser químicamente inertes, estables en un rango de pH, temperatura y 

fuerza iónica y fácil de realizar con la polimerización de la acrilamida. La versatilidad 

de este gel se centra en que se puede preparar una amplia variedad de los tamaños de 

poros, esto permite que las proteínas de diferentes tamaños puedan migrar. El gel se 

pone entre dos receptáculos independientes y separados que contienen un tampón de 

electroforesis y los electrodos positivo y negativo. Al terminar la electroforesis el gel se 

puede teñir, documentar o purificar la molécula al cortar el fragmento del gel. La 
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detección de las moléculas es a través de bandas en diferentes posiciones en el gel 

(Maldonado, et. alt, 2013). 

      2.6.1 Generalidades de Electroforesis 

     La reacción de polimerización en los geles de poliacrilamida se genera mediante la 

polimerización a través de los radicales libre de los monómeros de acrilamida en 

presencia de pequeñas cantidades de bisacrilamida al formar enlaces cruzados con los 

polímeros de acrilamida generando geles con un tamaño de poro directamente 

proporcional a la concentración de acrilamida. La relación de acrilamida y bisacrilamida 

es generalmente de 37,5 a 1. La reacción de polimerización se inicia por el sistema 

redox de catálisis ya que el TEMED cataliza la formación de radicales libres que dirige 

la reacción a partir del persulfato de amonio que actúa como iniciador. 

     Existen dos sistemas de electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida: 

- El sistema continuo que utiliza solo un gel separador que emplea el mismo 

tampón en los tanques y en el gel. 

- El sistema discontinuo que consta de dos geles: un gel concentrador con un 

tamaño de poro no restrictivo y un gel separador. Se utiliza diferentes tampones con 

diferente pH y fuerza iónica (Maldonado, et. alt, 2013). 

      Los geles pueden ser de varios tamaños según la distancia de separación y la 

cantidad de muestra. Los geles de placa vertical se proyectan entre un par de placas de 

vidrio separadas por una tira espaciadora formando una caja hermética. Su grosor puede 

ser desde 0,05 mm a 5 mm de espesor (García; et. alt, 2000). 

      2.6.2 Cuantificación de Proteína ácida glialfibrilar (GFAP) 

      Los protocolos para el análisis de las proteínas deben evitar la degradación y 

desfosforilación de las mismas ya que los resultados saldrían alterados, Otros elementos 

que deben evitarse en las muestras son los lípidos ya que reducen la solubilidad de las 

proteínas por la formación de complejos, por esto se utiliza el tween o el dodecil sulfato 

de sodio (SDS). Las proteínas tienen en su contenido mayormente albúminas, 

inmunoglobulinas, inhibidores de la proteasa serina, proteínas del citoesqueleto, entre 

otras. El valor diagnóstico potencial de algunas proteínas se encuentran representado en 

niveles bajos 10 -1000 fmol/ml (Cultex, 2009). 
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CAPITULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 TIPO DE ESTUDIO 

      El tipo de estudio de ésta investigación es experimental descriptiva y de ensayo de 

laboratorio ya que el investigador eligió a los modelos experimentales químicamente 

modificados, ratones, como factor de estudio. Se le considera inter-sujeto ya que se 

estudiará a cada modelo experimental químicamente modificado. También se le 

considera unifactorial ya que se va a estudiar un factor que es el potencial terapéutico 

del ARN de interferencia de forma indirecta. 

3.2 POBLACIÓN DE ESTUDIO Y MUESTRA 

       La población aproximada de ratones de laboratorio son diecinueve. 

Clase: Mammalia 

Familia: Muridae 

Género: Mus 

Especie: Mus musculus. 

      Los ratones de laboratorio pertenecen a una especie cosmopolita adaptable a 

cualquier ambiente. Son mamíferos de sangre caliente y de pequeños tamaños 

aproximadamente de 12 a 15 cm desde la punta de la nariz a la punta de la cola y con un 

peso aproximado de 30 gramos. Tienen una vida útil de 10 a 12 meses  Son susceptibles 

a cambios de temperatura entre 2 a 3 ºC deben estar libre de toda evidencia de 

enfermedades infecciosas o que sean transmisibles para el hombre como: 

- Infecciones por  Salmonella y Shigella. 

- Mycobacterium tuberculosis. 

-Yersiniapseudotuberculosis. 

- Leptospiraspp. 

- Dermatofitos. 

- Sarcoptesscabiei. 

- Virus de la coriomeningitis linfocitaria (Fuentes, et. alt, 2008) 
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3.2.1 Criterios de inclusión 

- Modelos experimentales que sean inyectados correctamente con el químico 3 

NP (Ácido 3- Nitropropiónico). 

- Modelos experimentales que acepten la  inyección del químico 3 NP (Ácido 3- 

Nitropropiónico) y no mueran inmediatamente. 

- Modelos experimentales que reproduzcan los síntomas de la enfermedad de 

Huntington y presenten daño cerebral. 

3.2.2 Criterios de exclusión 

- Modelos experimentales no inyectados correctamente. 

- Modelos experimentales que no presenten cambios en el desarrollo del 

experimento. 

- Modelos experimentales que mueran inmediatamente después de la inyección 

con 3 NP (Ácido 3- Nitropropiónico). 

3.3 METODOLOGÍA DEL ESTUDIO 

1. En la primera etapa de la investigación se realizo la adaptación y procedimientos 

de cuidado de los modelos animales experimentales desde su adquisición hasta 

su uso. 

2. La segunda etapa de investigación se realizo la aplicación y la administración 

del químico 3-NP (Ácido nitropropiónico) en los modelos animales 

experimentales en el periodo de un mes de forma sistemática. 

3. La tercera etapa consistió en la preparación del ARNi. 

4. La cuarta etapa comienza con la inyección de ARNi a los modelos animales 

experimentales químicamente modificados. 

5. La quinta etapa consistió en la perfusión de los modelos animales 

experimentales y la extracción del cerebro una semana después de terminar las 

inyecciones de los químicos. 

6. La sexta etapa de la investigación se trató del análisis de los cerebros a través de 

la técnica de electroforesis de proteínas.  

7. La séptima etapa fue el análisis de los datos por medio de los análisis 

estadísticos como: la T de Student para establecer una relación de dependencia 
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entre los valores de los pesos de los modelos experimentales. El ANOVA para 

establecer a través de una regresión simple relacionar los valores de los pesos de 

los modelos animales experimentales en los diferentes días y el Chi cuadrado 

para demostrar la relación de independencia entre las variables del ácido 

Nitropropiónico (3-NP) y el ARN de interferencia (ARNi). 

3.4 TAMAÑO DE MUESTRA 

      Se realizó el estudio de todos los modelos experimentales, ratones de especie Mus 

musculus que sean inoculados con Ácido Nitropropiónico (3-NP) obtenidas del 

proyecto de investigación J13130 " Identificación del potencial terapéutico del ARN de 

interferencia en la enfermedad de Huntington mediante modelos animales 

experimentales" de la Escuela de Bioanálisis en el año 2013” 

 

 

 

 

 

      Se utiliza un muestreo no probabilístico ya que se toma las muestras de una 

investigación, no se realizará una generalización de datos y se  elegirá cuidadosamente y 

en forma controlada los casos según los criterios de inclusión y exclusión  La 

estimación de la confiabilidad de los datos de la investigación se lo realiza a través del 

método alfa de Cronbach con un coeficiente de 0,7 y se correlaciona los valores 

estadísticos obtenidos. 

 

Datos 

N 20 Tamaño conocido de la población 

z 1.96
 

Nivel de confianza (>95%) 

e 0.05 Porcentaje de error 

p 0.5 Variable positiva 

q 0.5 Variable negativa 



37 

 

3.5 EQUIPOS Y MATERIALES 

REACTIVOS 

DETALLE MARCA 

Ácido 3-Nitropropiónico (3 NP) SIGMA 

Silencer® Pre-Designed siRNA AMBION 

Antibody Diluent x 250mL LIFE TECHNOLOGIES 

PBS - Phosphate-Buffered Saline 12 x 1 L LIFE TEHNOLOGIES 

RNA LATER SOLUTION x 100mL AMBION 

Invivofectamine® 2.0, Starter Kit x 1mL INVITROGEN 

Anastesia (Ketamina y Xilocina) VADEMECUM 

Ultra PureTEMED  

(N,N,N´,N´-tetramethylethylenediamine) 

 

LIFE TECHNOLOGIES 

Ammonium Persulfate Molecular Biology 

Grade 

PROMEGA 

Tris Base Molecular Biology Grade PROMEGA 

Acrylamide Molecular Biology Grade PROMEGA 

Bisacrilamida Molecular Biology Grade PROMEGA 

Agarosa PROMEGA 

Etanol Absoluto --------- 

 

EQUIPOS 

DETALLE MARCA MODELO 

JUEGO DE 4 PIPETAS 

(0.5-10μL, 2-20μL, 20-200μL, 100-1000μL) 

LABNET BIOPETTE A 

Plato Caliente Y Agitación Magnética Digital  

Rango De Temperatura:5° - 550°C 

Rango De Velocidad:60 - 1150 Rpm 

CORNING Pc-420d 

Vortex Mixer, 3.400 Rpm. 

Rango De Velocidad : 0 - 3.400 Rpm 

Modos De Funcionamiento:Continuo O Touch 

Dimensiones:14 X 16 X 13 Cm 

LABNET -------- 

Mini centrífuga Con 2 Rotores, 6000 Rpm  LABNET Spectrafuge Mini 
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Cabina de bioseguridad Bio2A 

Cabina clase II tipo A2 

Dimensiones:1380x795x1450mm 

BIOAIR 

 

Topsafe 1.2 

Enduro Electrophoresis System Vertical  Gel 

Electrophoresis 

SYSTEM --------- 

 

OTROS MATERIALES 

DETALLE MARCA 

Puntas Amarillas 200 uLPk/1000 CORNING 

Puntas Azules 1000 uL RACKS. Cs/1000 AXYGEN 

Puntas Amarillas 200 uL. Pk/1000 CORNING 

Guardián Rojo, 1.4Litros. HEATHROW 

Jaulas para ratones --------- 

Kit de Disección --------- 

Jeringuillas de 5 ml y 10 ml --------- 
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3.6 PROCEDIMIENTOS 

      3.6.1 Manejo de Modelos Animales Experimentales 

      El modelo experimental es una especie animal mantenido bajo determinadas 

condiciones controladas.  Es usado como un instrumento de experimentación científica 

para pruebas de laboratorio con el objetivo de generación de datos. Por esta razón se 

debe proveer condiciones ambientales y de manejo óptimo para asegurar la salud y la 

comodidad de los mismos. Las condiciones que se deben cumplir para un adecuado 

manejo están descritas en el Anexo 4.6.14. 

3.6.2Aplicación y administración del químico 3-NP (ÁcidoNitropropiónico) 

      El químico ácido Nitropropiónico (3-NP) está listo para su uso. La administración 

del reactivo se realizó en dosis bajas, 12 mg/kg,  mediante tres inyecciones que se 

realizó en el transcurso de quince días para evidenciar un daño selectivo del cerebro y se 

evita un daño diseminado. El procedimiento esta descrito en el Anexo 4.6.15 (Puneet, 

et,alt 2010). 

        Las tres dosis fueron administradas según el peso de cada modelo animal 

experimental como se demuestra en las siguientes tablas: 

Tabla Nº 1: 1º Inoculación  con Ácido 3 Nitropropiónico 

Ratones inoculados con Ácido 3 Nitropropiónico 

Peso Comida: 20.81 gramos 

Fecha 1º Inoculación Nº de Ratón Peso (kg) Dosis 3 NP (ul) 

09/07/2013 1 0.01944 233.28 

09/07/2013 2 0.01906 228.72 

09/07/2013 3 0.02351 282.12 

09/07/2013 4 0.02392 287.04 

09/07/2013 5 0.02170 260.4 

09/07/2013 6 0.02527 303.24 

09/07/2013 7 0.02695 323.40 

09/07/2013 8 0.02807 336.84 

09/07/2013 9 0.02378 285.36 

09/07/2013 10 0.02585 310.20 
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Tabla Nº 2: 2º Inoculación  con Ácido 3 Nitropropiónico 

Ratones inoculados con Ácido 3 Nitropropiónico 

Peso Comida: 20.81 gramos 

Fecha 2ºInoculación Nº de Ratón Peso (kg) Dosis 3 NP (ul) 

12/07/2013 1 0.01855 222.60 

12/07/2013 2 0.01843 221.16 

12/07/2013 3 0.02331 279.72 

12/07/2013 4 0.02146 257.52 

12/07/2013 5 0.01983 237.96 

12/07/2013 6 0.02340 280.80 

12/07/2013 7 0.02756 330.72 

12/07/2013 8 0.02720 326.40 

12/07/2013 9 0.02305 276.60 

12/07/2013 10 0.02569 308.28 

  

Tabla Nº 3: 3º Inoculación  con Ácido 3 Nitropropiónico 

Ratones inoculados con Ácido 3 Nitropropiónico 

Peso Comida: 20.81 gramos 

Fecha 3º Inoculación Nº de Ratón Peso (kg) Dosis 3 NP (ul) 

16/07/2013 1 0.01791 214 

16/07/2013 2 0.01867 228 

16/07/2013 3 0.02148 252 

15/07/2013 4 ----------- ---------------- 

16/07/2013 5 0.02156 264 

15/07/2013 6 ----------- ---------------- 

16/07/2013 7 0.02270 276 

15/07/2013 8 ----------- ---------------- 

15/07/2013 9 ----------- ---------------- 

15/07/2013 10 ----------- ---------------- 

---- : Ratones que murieron en antes de la tercera dosis  
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       3.6.3 Perfusión de modelos animales experimentales y extracción de cerebro 

      Los modelos animales experimentales son anestesiados con una combinación de 

xilocina y ketamina según el peso de cada ratón.  La combinación de anestésicos de 

ketamina y xilocina induce a los modelos animales experimentales a un efecto sedante y 

relajante, se aplica a través de la vía intraperitoneal. El procedimiento está descrito en el 

Anexo 4.6.16 (Lan, et, alt 2005). 

       3.6.4 Preparación del  ARN de interferencia (ARNi) en Invivofectamina 

      La combinación  del Factor VII siRNA resuspendido en Invivofectamina permite 

obtener la solución madre de siRNA (ARN de interferencia).  (Technology, 2011) 

      La cantidad de sustancia madre de siRNA (ARN de interferencia) fue de 2000 ul. 

Los cálculos se indican en el Anexo 4.6.17.Los volúmenes de las soluciones para la 

inyección de ARN de interferencia son las siguientes:  

Tabla Nº 4: Volumen de soluciones de ARNi 

 

Nº  

Ratones  

 

Concentración  

ARNi 

Volumen 

Ambion® 

siRNA 

 FVII 

 ul 

 

Volumen 

Buffer 

complexión 

ul 

 

Volumen 

Final 

ul 

 

Volumen 

Invivofectamina 

ul 

1 1.5 50.67 200 250 250 

2 1.5 50.67 200 250 250 

3 7.4 25.33 224.665 250 250 

4 7.4 25.33 224.665 250 250 

5 14.8 12.66 237.33 250 250 

6 14.8 12.66 237.33 250 250 

7 74.0 2.53 247.47 250 250 

8 74.0 2.53 247.7 250 250 

. 
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      3.6.5 Inyección con ARN de interferencia a los modelos animales químicamente 

modificados 

       Para la aplicación en los modelos animales experimentales se realizo una inyección 

peritoneal, es decir que se inserto en el cuadrante izquierdo inferior del abdomen y se 

introdujo en la cavidad peritoneal. La dosis corresponde a 7 mg/ kg de peso para 

comenzar el ensayo. Esta dosis corresponde a 10 ul por gramo de peso del modelo 

animal experimental. Los ratones que se inocularon fueron ocho.  

        Se realizó una dosis y después de un mes se realizó la perfusión del modelo animal 

experimental. 

Tabla Nº 5: Inoculación  con Ácido 3- Nitropropiónico y ARN de interferencia 

Fecha Nº Ratones  Inoculado Concentración ARNi Pesos (Kg) Dosis (10 ul/g) 

04/10/2013 1 3NP 1.5 0.02797 279.10 

04/10/2013 2 3NP 1.5 0.02700 270.0 

04/10/2013 3 3NP 1.5 0.02913 291.3 

04/10/2013 4 3NP 1.5 0.02746 274.6 

04/10/2013 5 3NP 7.4 0.03033 303.3 

04/10/2013 6 3NP 7.4 0.02998 299.8 

04/10/2013 7 3NP 7.4 0.03158 315.8 

04/10/2013 8 3NP 7.4 0.02913 291.3 

04/10/2013 9 Control  0.03508 350.8 

04/10/2013 10 Muerto Utilizado  para  control 
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       3.6.6 Electroforesis  con gel denaturalizante (SDSPAGE) 

Esta técnica comprende varias fases: preparación del sistema de electroblotting, 

ensamble del sistema de electroblotting, selección del Gel, preparación del gel, 

preparación de la proteína para la carga del gel, carga de las proteínas y funcionamiento 

del gel, descritas en el Anexo 4.6.18 
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3.7 ASPECTOS ÉTICOS 

      Los Principios Éticos Internacionales para la Investigación Biomédica con Animales 

establecidos por la CIOMS (Council for International Organizations of Medical 

Sciences) establece varios principios éticos entre ellos están: 

 - Realizar los experimentos con animales después de estudiar su importancia 

para la salud humana y animal y que implique un avance del conocimiento biológico 

 - Usar el mínimo número requerido para obtener resultados que tengan una 

significancia científica válida 

 - Minimizar las molestias, dolor o angustia de los animales y tratarlos como 

seres sensibles y darles un cuidado adecuado. 

 - No realizar procedimientos quirúrgicos en animales no anestesiados o 

paralizados con agentes químicos 

 - Realizar eutanasia a animales que puedan sufrir dolor crónico o severo, 

angustia, molestia o invalidez. 

 - Los investigadores deben tener un entrenamiento adecuado para el manejo 

correcto de los animales. 

      Uno de los principios éticos más importantes son el uso de métodos alternativos 

(3R’s), es decir reemplazo, reducción y refinamiento. Este principio se basa en buscar 

técnicas que sean alternativas de experimentación con animales vivos.  

       Los métodos de reducción son los que obtienen niveles comparables de 

información con el uso de pocos animales en las investigaciones científicas. Los 

métodos de reemplazo se centran en la sustitución de especies por otras en menor  

estado de desarrollo según una escala filogenética por ejemplo usar invertebrados en vez 

de mamíferos. Los métodos de refinamiento son los que minimizan el dolor potencial 

para mantener el bienestar del animal (Osorio, 2006). 
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CAPITULO IV 

4.1 RESULTADOS 

      La investigación se dividió en dos grupos de modelos animales experimentales: el 

primer grupo fue inoculado con ácido 3- Nitropropiónico (3-NP). El segundo grupo fue 

inoculado con ácido 3- Nitropropiónico y tratado con ARN de interferencia (ARNi). 

       El registro de todos los datos generados por los modelos animales experimentales y 

de los resultados se describen en el anexo Nº 19, que incluye identificación del modelo 

experimental, número de dosis, descripción de los movimientos y características de cada 

uno y sus respectivas observaciones. 

El primer grupo de modelos animales experimentales presentaron una respuesta al 

químico ácido 3 Nitropropiónico con un 10% alto, 20% medio, moderado y alto y un 

30% bajo. 

 

GráficoNº1: Respuesta de modelos experimentales al 3-NP  

 

      La característica de pérdida de movilidad en los modelos animales experimentales 

con 3 -NP indican que en la 1º dosis existe una pérdida leve del 70%, en la segunda 
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dosis una pérdida moderada del 50% y en la 3º dosis indica que el 50% de los modelos 

experimentales no resistieron la tercera dosis de este químico y que el 20% restante tuvo 

una pérdida alta de movilidad. 

 

GráficoNº2: Pérdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en 

1º dosis 
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GráficoNº3: Pérdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en 

2º dosis 

 

GráficoNº4: Pérdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en 

3º dosis 



48 

 

      La característica de rigidez muscular en la cola  en los modelos animales 

experimentales con 3 -NP indican que en la 1º dosis existe una pérdida leve del 90%, en 

la segunda dosis una pérdida leve del 70% y en la 3º dosis indica que el 50% de los 

modelos experimentales no resistieron la tercera dosis de este químico y que el 30% 

restante tuvo una pérdida leve. 

 

GráficoNº5: Rigidez muscular en la cola en modelos experimentales con 3-

NP en 1º dosis 
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GráficoNº6: Rigidez muscular en la cola en modelos experimentales con 3-

NP en 2º dosis 

 

GráficoNº7: Rigidez muscular en la cola en modelos experimentales con 3-

NP en 3º dosis 
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      La característica de temblores y espasmos  en los modelos animales experimentales 

con 3 -NP indican que en la 1º dosis no existe temblores con un 100%, en la segunda 

dosis una presencia moderada del 50% y en la 3º dosis indica que el 50% de los 

modelos experimentales no resistieron la tercera dosis de este químico y que el 30% 

restante tuvo una presencia alta. 

 

GráficoNº8: Temblores- Espasmos en modelos experimentales con 3-NP en 

1º dosis 
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GráficoNº9: Temblores- Espasmos en modelos experimentales con 3-NP en 

2º dosis 

 

GráficoNº10: Temblores- Espasmos en modelos experimentales con 3-NP en 

3º dosis 
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      La característica de reducción de ingesta de agua y alimento  en los modelos 

animales experimentales con 3 -NP indican que en la 1º dosis no existe pérdida con un 

60%, en la segunda dosis una pérdida leve del 80% y en la 3º dosis indica que el 50% de 

los modelos experimentales no resistieron la tercera dosis de este químico y que el 20% 

restante tuvo una pérdida alta. 

 

GráficoNº11: Reducción de Ingesta de agua y alimentos en modelos 

experimentales con 3-NP en 1º dosis 
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GráficoNº12: Reducción de Ingesta de agua y alimentos en modelos 

experimentales con 3-NP en 2º dosis 

 

GráficoNº13: Reducción de Ingesta de agua y alimentos en modelos 

experimentales con 3-NP en 3º dosis 
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         La medición del peso corporal de los modelos animales experimentales se registró 

en el primer y último día de la inoculación con ácido 3- Nitropropiónico. (3-NP)  

(Meenakshi, et, alt, 2011). 

         Se evidenció un cambio porcentual de pérdida de peso corporal de los modelos 

animales experimentales como se indica en la siguiente tabla:  

Tabla Nº 6: Cambio porcentual de pesos corporales de ratones inoculados con 3NP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Ratones inoculados con Ácido 3 Nitropropiónico 

 

Fórmula:  

 

 Nº de 

Ratón 

Peso (kg) 

1º Día  

Peso (kg) 

15º Día 

Porcentaje 

 Pérdida de peso 

 12  1 0.01944 0.01791 8% 

 2 0.01906 0.01867 2% 

 3 0.02351 0.02148 9% 

 4 0.02392 0.02146 10% 

 5 0.02170 0.02156 1% 

 6 0.02527 0.02340 7% 

 7 0.02695 0.02270 16% 

 8 0.02807 0.02720 3% 

 9 0.02378 0.02305 3% 

 10 0.02585 0.02569 1% 

 Promedio de Pérdida de peso 6% 



55 

 

      Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales 

químicamente inducidos con ácido 3- Nitropropiónico en el primer día de la 

investigación indican una distribución normal. 

 

GráficoNº14: Peso (Kg) de modelos experimentales con 3-NP en el 1º día 

 

      Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales 

químicamente inducidos con ácido 3- Nitropropiónico en el 15º día de la investigación 

indican una distribución normal. 
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GráficoNº15: Peso (Kg) de modelos experimentales con 3-NP en el 15º día 

 

La variable delporcentaje de pérdida de peso de los modelos experimentales con 

ácido 3- Nitropropiónico (3-NP) sigue una distribución asimétrica, existe una variación 

de los datos hacia la izquierda. 
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GráficoNº16: Porcentaje de pérdida de peso de modelos experimentales con 

3-NP 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el programa SPSS con el test de T de 

Student, el valor de correlación es de 0.995 lo que nos indican que existe dependencia 

de variables entre el peso del 1º día y del 15º día en los modelos animales 

experimentales químicamente modificados con ácido 3- Nitropropiónico, es decir que 

existe relación entre los dos pesos. 

Tabla Nº7: T de Student 

 

Paired Samples Correlations 

 N Corr

elation 

S

ig. 

P

air 1 

Peso (kg) 1º Día  & 

Peso (kg) 15º Día 

1

0 
,905 

,

000 

 

 



58 

 

En el análisis de regresión simple para determinar si se relaciona la pérdida de 

peso entre el 1º día y el 15º día se obtuvo una significancia de p= 0,000 indicando que si 

existe relación entre estos dos pesos  

Tabla Nº8: ANOVA 

 

ANOVA
a
 

Model Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F S

ig. 

1 

Regr

ession 

211,67

2 
2 

105,8

36 

3

18,223 

,0

00
b
 

Resi

dual 
2,328 7 ,333 

  

Total 
214,00

0 
9 

   

a. Dependent Variable: Porcentaje Pérdida de Peso 

b. Predictors: (Constant), Peso (kg) 15avo  Día, Peso (kg) 1primer Día 

 

 

GráficoNº17: Análisis Regresión Lineal: Pérdida de Pesos 
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      El segundo grupo de modelos animales experimentales modificados químicamente 

con ácido 3- Nitropropiónico y tratados con ARNi presentaron una respuesta al 

tratamiento con un 30% alto, 10% medio y bajo y un 30% moderado. 

 

GráficoNº18: Respuesta al tratamiento con ARNi en modelos animales 

experimentales químicamente modificados. 
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      La característica de aumento de movilidad en los modelos animales experimentales 

químicamente modificados tratados con ARNi indica que  existe una recuperación leve, 

moderada y alta del 30% y un 10% de modelo experimental muerto ya que no resistió la 

dosis del químico. 

 

GráficoNº19: Aumento de movilidad en modelos animales experimentales 

químicamente modificados tratados con ARNi. 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

       Las características de disminución de rigidez en la cola y disminución de temblores 

en los modelos animales experimentales químicamente modificados tratados con ARNi 

indican que  existe una recuperación leve del 30%, y un 20% de recuperación moderada. 

 

GráficoNº20: Disminución de Temblores – Rigidez en la cola en modelos 

animales experimentales químicamente modificados tratados con ARNi. 
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Las características de aumento de ingesta de alimento y agua en los modelos animales 

experimentales químicamente modificados tratados con ARNi indican que  existe una 

recuperación leve del 30%, y un 20% de recuperación moderada. 

 

GráficoNº21: Aumento de ingesta de agua - alimentos en modelos animales 

experimentales químicamente modificados tratados con ARNi. 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

       En la segunda fase de la investigación se realizó  la inoculación de los modelos 

animales experimentales con 3-NP y con ARNi,  de igual forma se realizó el registro de 

las características de los modelos experimentales inoculados con 3-NP y ARNi que se 

describe en el anexo 4.6.20. También se realizó la medición del peso corporal de los 

modelos animales experimentales en el primer y último día de la inoculación.  

     Se evidenció un cambio porcentual de ganancia de peso corporal de los modelos 

animales experimentales como se indica en la siguiente tabla: 

 Tabla Nº 9: Cambio porcentual de pesos corporales de ratones inoculados con  

3NP + ARNi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ratones inoculados con 3-NP + ARNi 

 

Fórmula:  

 

 Nº de 

Ratón 

Peso (kg) 

1º Día  

Peso (kg) 

15º Día 

Porcentaje 

 Ganancia 

de peso 

 12  1 0.02797 0.02913 4 % 

 2 0.02700 0.02746 1% 

 3 0.02913 0.03158 8% 

 4 0.02746 0.03077 12% 

 5 0.03033 0.03305 8% 

 6 0.02998 0.03436 14% 

 7 0.03158 0.03560 12% 

 8 0.02913 0.03211 10% 

 9 0.03508 0.03700 5% 

 10 Muerto Utilizado  para control 

 Promedio de Ganancia de peso 8% 
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       Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales 

químicamente inducidos con ácido 3- Nitropropiónico y tratados con ARNi en el primer 

día de la investigación indican una distribución normal. 

 

GráficoNº22: Pesos (Kg) 1º día de modelos animales experimentales 

químicamente modificados tratados con ARNi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

        Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales 

químicamente inducidos con ácido 3- Nitropropiónico tratados con ARNi en el 15º día 

de la investigación indican una distribución normal. 

 

GráficoNº23: Pesos (Kg) 15º día de modelos animales experimentales 

químicamente modificados tratados con ARNi. 
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La variable del porcentaje de ganancia de peso de los modelos experimentales 

con 3-NP y tratados con ARNi sigue una distribución asimétrica, existe una variación 

de los datos hacia la izquierda. 

 

GráficoNº24: Ganancia de peso en modelos animales experimentales 

químicamente modificados tratados con ARNi. 

El análisis con la R de Cronbach en el primer grupo de modelos animales 

experimentales modificados químicamente con ácido 3- Nitropropiónico nos da un 

resultado de 0,841 

Tabla Nº10: R de Cronbach 

Cronbach's 

Alpha 

Cronbach's Alpha 

Based on 

Standardized Items 

 

N of Items 

,841 ,843 12 

 

 

 



67 

 

 

       El análisis con la R de Cronbach en el segundo grupo de modelos animales 

experimentales modificados químicamente con ácido 3- Nitropropiónico y tratados con 

ARNi nos da un resultado de 0,687, es decir que el experimento es confiable. 

Tabla Nº11: R de Cronbach 

Cronbach's 

Alpha 

Cronbach's Alpha 

Based on 

Standardized Items 

 

N of Items 

,841 ,843 12 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el programa SPSS con el test de Chi 

cuadrado, el valor de la significancia de p=0.602 lo que nos indican que cae en la región 

de aceptación de la hipótesis nula, esto nos indican que existe independencia de 

variables, es decir que no existe relación entre respuesta a Químico 3NP-ARNi. 

Tabla Nº 12: Chi cuadrado 

Chi-Square Tests 

 V

alue 

df Asymp. 

Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-

Square 

1

7,778
a
 

2

0 
,602 

Likelihood Ratio 
1

7,959 

2

0 
,590 

Linear-by-Linear 

Association 

4

,312 
1 ,038 

N of Valid Cases 
1

0 

  

a. 30 cells (100, 0%) have expected count less than 5. The 

minimum expected count is, 10. 
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En el análisis de regresión simple para determinar si se relaciona la ganancia de 

peso entre el 1º día y el 15º día se obtuvo una significancia de p= 0,000 indicando que si 

existe relación entre estos dos pesos. 

 

Tabla Nº 13: ANOVA 

 

ANOVA
a
 

Model Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F S

ig. 

1 

Regr

ession 

201,99

8 
2 

100,9

99 

1

60,600 

,0

00
b
 

Resi

dual 
4,402 7 ,629 

  

Total 
206,40

0 
9 

   

a. Dependent Variable: Porcentaje Ganancia de Peso 

b. Predictors: (Constant), Peso (kg) 15º Día, Peso (kg) 1º Día 

 

 

GráficoNº25: Análisis Regresión Lineal: Ganancia de Pesos 
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           Las muestras de tejido de cerebro analizadas en el gel de poliacrilamida al 12% 

no se pudieron visualizar con la coloración de Nitrato de Plata (AgNO3) ya que no se 

obtuvo bandas. La ausencia de bandas se visualiza en la Fotografía Nº 39.  

          La proteína ácida glial fibrilar (GFAP) no se pudo visualizar en el gel de 

poliacrilamida ya que las muestras estaban degradadas por su mal preservación ya que 

en el proceso de fijación en parafina el tiempo de fijación pudo influir para que haya un 

entrecruzamiento de las proteínas y no haya bandas en el gel de poliacrilamida. Otra 

razón podría ser que el formaldehido usado en este proceso se oxidó a ácido fórmico 

generando un medio ácido, provocando la degradación de las muestras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

4.2 DISCUSIÓN 

      La enfermedad de Huntington es una patología neurodegenerativa que no tiene un 

tratamiento efectivo en la actualidad. Por esta razón, varias investigaciones se centran 

en encontrar tratamientos experimentales efectivos para esta enfermedad. La terapia que 

se investigó en este trabajo fue el ARN de interferencia (ARNi) ya que se ha afirmado 

en varios estudios que inhibe la expresión de la proteína huntingtina y evita la 

degeneración de las neuronas como  por ejemplo el realizado en Iowa, Estados Unidos 

en el año 2008. 

       Los estudios realizados en años recientes sobre este tratamiento experimental han 

tenido varios enfoques como el estado fisiológico de los astrocitos en modelos 

experimentales en la enfermedad de Huntington, la eficacia del tratamiento en modelos 

animales experimentales y la cuantificación de genes involucrados en la enfermedad de 

Huntington, entre otros enfoques. Todos los estudios realizados muestran que aún faltan 

más investigaciones sobre las terapias experimentales para el tratamiento de la 

enfermedad de Huntington. 

       Esta investigación se realizó en modelos animales experimentales, específicamente 

en ratones Mus musculus modificados químicamente por la administración de tres dosis 

de ácido 3 Nitropropiónico (3-NP) de forma crónica en un periodo de quince días  

aproximadamente en dosis bajas de 10 – 12 mg/kg de interferencia (ARNi). Los 

modelos animales experimentales reprodujeron los signos y síntomas de esta patología a 

nivel de capacidades motrices, tal y como se realizo en la investigación realizada en 

India (2010). Para probar el tratamiento con ARN de interferencia se inyecto a los 

modelos animales químicamente modificador  con una dosis del mismo. La medición 

del daño  por la administración del ácido 3 Nitropropiónico y la efectividad del 

tratamiento del ARNi se realizó a través de la observación de los cambios de peso que 

presentaron los modelos animales experimentales.  

      Un dato importante sobre los modelos animales experimentales fue que la mitad de 

los ratones utilizados para esta investigación no resistieron las tres dosis de ácido 3 

Nitropropiónico (3-NP); que todos perdieron un porcentaje promedio de 6% de peso  

demostrando que este químico al reducir los niveles de ATP por la inhibición de los 

complejos mitocondriales y que  al aumentar los niveles de lactato por un metabolismo 

energético alterado provocó un efecto cardiotóxico ya que el corazón al ser dependiente 
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de la función mitocondrial sufrió una alteración en su funcionamiento normal y 

desencadeno en la pérdida de peso y en la muerte de la mitad de los  modelos animales 

experimentales como se demostró en las investigaciones similares realizadas en Punjab, 

India en el año 2011 y en Japón en el año 2001. 

      Los resultados conductuales que se observaron al administrar ácido 3 

Nitropropiónico fueron la disminución de la actividad motora seguida por momentos de 

hiperactividad y movimientos anormales como temblores, movimientos anormales de la 

cabeza, rigidez,  elevación de la cola y reducción de peso de los modelos animales 

experimentales. Todos estos resultados demostraron que se pudo reproducir las 

características de esta patología en la etapa juvenil, igualando los resultados que obtuvo 

una investigación en Corea en el año 2012. 

     La investigación realizada se correlacionó con otros estudios realizados en varios 

países como los realizados en México en el 2009, Iowa en el 2008, entre otros,  y se 

proporcionó nueva información sobre la efectividad del tratamiento experimental ARNi 

en la enfermedad de Huntington.  
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4.3 CONCLUSIONES 

- La administración de la dosis de ácido 3-nitropropiónico (3-NP) en los 

modelos experimentales se realizó de forma óptima según el peso de cada uno y se 

realizó tres dosis en el periodo de 15 días. 

 - Los modelos experimentales que no cumplieron con las tres dosis del ácido 3-

nitropropiónico (3-NP) no se tomaron en cuenta en el análisis de las muestras ya que 

interferían en la evaluación de nuestro modelo experimental. 

 - La reducción de peso de los modelos animales químicamente modificados con 

ácido 3 Nitropropiónico (3-NP) represento en promedio el 6% demostrando la 

disminución del metabolismo de ATP en los ratones por la neurotoxicidad inducida por 

la inyección de este químico. 

 - Los modelos animales experimentales químicamente inducidos tratados con 

ARN de interferencia mostraron una mejoría en sus funciones motoras y también se 

demostró la ganancia de peso en un 8%. 

- El uso de el ácido 3- Nitropropiónico (3-NP) reprodujo las características de la 

enfermedad de Huntington en los modelos animales experimentales. 

 - La selección del gel de poliacrilamida de 12% se hizo según el tamaño de la 

proteína ácida glial fibrilar (GFAP) ya que los poros del gel determinan la capacidad de 

diferenciación de las proteínas y este tamaño era el más adecuado. 

          - El análisis de las proteínas en un tejido preservado en parafina tiene una variable 

vulnerabilidad ya que en tejidos post mortem la señal de las proteínas disminuye por sus 

cambios post transcripcionales. 

- Los resultados del test Chi cuadrado se basan en la significancia de p <0.05,  

aceptando la hipótesis alternativa, es decir que existe independencia ente las variables 

de la modificación química con ácido 3 – Nitropropiónico y el tratamiento con ARN de 

interferencia (3-NP). 
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- La mayor cantidad de variables son cualitativas como la movilidad de los 

modelos animales experimentales, la rigidez en la cola, los temblores y la ingesta de 

alimento y agua, seguidas de las variables cuantitativas como el peso en kilogramos de 

los modelos  animales experimentales realizados el 1º día y el 15º día   

 

- Las variables cualitativas son respuesta a la administración en el primer grupo 

de ácido 3- Nitropropiónico y en el segundo grupo de ácido 3- Nitropropiónico y 

tratados con ARNi. 

 

- La correlación entre las dos variables de peso del 1º y 15º día en la 

administración del ácido Nitropropiónico (3-NP)  si es significativa estadísticamente ya 

que existe una alta correlación dado que el valor es cercano a uno, es decir son 

directamente proporcionales. 

 

- La prueba R como la prueba t nos indica que las variables de ácido 3- 

Nitropropiónico y ARN de interferencia son independientes entre sí. 
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4.4 RECOMENDACIONES 

- El uso de animales de laboratorio y sus actividades debe incluir: una razón para 

involucrar a los animales, la idoneidad de las especies, el número de los animales, una 

descripción de los procedimientos para asegurar el mínimo dolor o disconformidad de 

los animales en el desarrollo de la investigación y sedación, analgesia y anestesia 

adecuada. 

- Los investigadores deben evaluar el bienestar de los animales, 

independientemente de su uso experimental.  

 

- La evaluación del dolor de los animales de laboratorio después del 

procedimiento, la angustia y la salud en general es una cuestión de juicio clínico 

subjetivo que depende de la evaluación de una serie de medidas, incluyendo los factores 

de comportamiento. Los métodos de eutanasia deben ser justificados por razones 

científicas del investigador. 

 

- La vigilancia y mantenimiento de animales se llevan a cabo y deben ser 

documentados por los investigadores como una parte rutinaria de sus experimentos.  

 

- Se requieren la regulación de los alimentos de los animales o de la ingesta de 

líquidos para lograr un objetivo experimental específico. El proceso del acceso a las 

fuentes de alimentos o líquido para un animal debe programarse a intervalos regulares, o 

de restricción, en el que el volumen total de alimentos o líquidos consumidos se 

controlan y regulan estrictamente.  

 

- Se debe prestar especial atención a garantizar que la dieta cumple con las 

necesidades nutricionales de los animales, a menos que las necesidades científicas del 

protocolo de investigación exigen lo contrario.  

 

- Las condiciones de vida de los animales debe ser apropiado para cada especie y 

debe contribuir a su salud y confort. 
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- Para la cuantificación de proteínas en tejidos y evitar la degradación se podría 

optar por trabajar con tejidos frescos o conservados en nitrógeno líquido ya que se 

evitaría el uso formol u otros fijadores. 
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4.6 ANEXOS 

 4.6.1 Anexo Nº1: Ficha de Datos de Seguridad de Ácido 3-Nitropropiónico 
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4.6.2 Anexo Nº2: Ficha de Datos de Seguridad de GFAP 
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 4.6.3 Anexo Nº3: Ficha de Datos de Seguridad de Invivofectamina 
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4.6.4 Anexo Nº4: Inserto de Silencer® Seleccionado Pre-designado y Validado siRNA 
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4.6.5 Anexo Nº5: Inserto de Factor VII siARN 
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4.6.6 Anexo Nº6: Ficha de Datos de Seguridad de Acrilamida 
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4.6.7 Anexo Nº7: Ficha de Datos de Seguridad de NN-Metilenbisacrilamida 
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4.6.8 Anexo Nº8: Ficha de Datos de Seguridad de Tris Base 
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4.6.9 Anexo Nº9: Ficha de Datos de Persulfato de Amonio 
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 4.6.10 Anexo Nº10: Ficha de Datos de TEMED 
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4.6.11 Anexo Nº11: Manejo de los Modelos Animales Experimentales 

Fotografías Nº1: Microambiente de modelos animales experimentales 

 

Fotografías Nº2 y 3: Identificación de cada modelo animal en jaulas 
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Fotografía Nº4: Ratón inoculado con 3NP: Rigidez en la cola 

 

Fotografía Nº5: Ratón 3NP + ARNi 

 

Fotografía Nº6 y 7: Alimentación de los modelos animales experimentales 
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Fotografías Nº8 y 9: Suministro de agua a modelos animales experimentales 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografías Nº10 y 11: Peso de los modelos animales experimentales 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía Nº12: Sujeccion y aplicación de ARNi /3NP/Ketamina y Xilocina 
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Fotografía Nº13: Ratón sedado y Asegurado antes de Perfusión  

 

Fotografías Nº14 y 15: Inicio de la Perfusión del Ratón 
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Fotografía Nº16: Inyección de solución salina en el ventrículo izquierdo del 

corazón  

 

Fotografías Nº17 y 18: Aclaramiento del higado, despúes de la inyección de 

solucion salina  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antes 
Después 
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Fotografías Nº19 y 20: Cerebros extraidos 

 

 

 

  

 

 

 

4.6.13 Anexos Nº12 y 13: Procedimientos de la investigación y Resultados 

Fotografía Nº21 y 22: Características macroscópicas de los modelos 

experimentales tratados con 3-NP y Control negativo 

 

 

 

3NP  Control 3NP + ARNi 3NP  Control 

Daño en los miembros inferiores 

Ratón Control sin daños 
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Fotografía Nº23: Concentraciones de ARNi 

 

Fotografía Nº24: Muestras de Tejido para análisis de electroforesis 

 

 

Fotografía Nº25: Soluciones para llenar gel de policrilamida 
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Fotografía Nº26: Llenado del gel de poliacrilamida  

 

Fotografía Nº27: Polimerización del gel   
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Fotografía Nº28: Llenado de muestras en el gel de poliacrilamida  

 

Fotografía Nº29: Sistema de Gel de Electroforesis conectado a la  fuente de 

voltaje 
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Fotografía Nº30 y 31: Corrida de las muestras  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía Nº32 y 33: Gel en Solución Fijadora  
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Fotografía Nº34 y 35: Gel en Solución de Impregnación  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía Nº36: Gel en Solución de Enjuague 
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Fotografía Nº37 y 38: Gel en Solución de Revelado 

 

 

   

 

 

 

 

 

  

Fotografía Nº 39: Gel de policrilamida (No hay bandas de proteínas) 

 

 

 

Escalera de Bandas 

Sin expresión de bandas 
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4.6.14 Anexo Nº14: Condiciones para el manejo de modelos animales 

experimentales: 

- Microambiente: El ambiente físico que rodea al ratón es la jaula o caja diseñadas 

para facilitar el bienestar, estas pueden ser de metal o plástico. Las 

características que debe cumplir son: proporcionar un espacio adecuado para la 

protección de amenasas y para que el modelo experimental tenga un espacio 

suficiente para moverse y expresar las posturas normales de conducta, una 

ventilación adecuada, facilidad al acceso de agua y alimento, permitir la 

observación del modelo experimental y un lecho o cama de material absorbente. 

- Agua: El agua debe ser potable y ser suministrada libremente en bebederos de 

vidrio o de policarbonato durante toda la vida del modelo animal experimental. 

El consumo diario de agua debe ser de 3 a 7 mililitros. 

- Alimento: Es importante para mantener la nutrición del animal. La composición 

del alimento. La composición del alimento debe ser digerible. Estar libre de 

harina de pescado, aditivos, drogas, hormonas, antibióticos, pesticidas o 

contaminantes patógenos. El consumo diario de alimento debe ser de 3 a 6 

gramos. 

- Aire y Ventilación: La ventilación es importante para controlar la humedad, el 

calor y los gases tóxicos. 

- Temperatura y Humedad: La temperatura adecuada es de 20 a 25 ºC y la 

humedad ambiental entre 40 y 70%. 

- Iluminación: La distribución de la iluminación debe ser adecuada para el 

mantenimiento, inspección y bienestar de los modelos animales experimentales, 

se recomienda doce horas de luz y 12 horas de oscuridad. 

- Ruido: Los modelos animales experimentales al ser sensibles al ruido se debe 

minimizar el ruido hasta 85 decibeles, si el ruido es mayor tiene efectos 

negativos como el estrés y problemas de fertilidad. 

- Olor: El olor es un factor que afecta al modelo animal experimental, por esto no 

se debe utilizar desinfectantes que tengan olores, sean irritantes o 

desodorizantes.  

- Cuarentena: Este es el tiempo de adaptación de los modelos animales 

experimentales desde su adquisición hasta su uso para tener animales más sanos 

y menos estresados. 
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- Limpieza: Se debe implementar un programa de limpieza de las jaulas con 

material y utensilios exclusivos para esta función. En el lavado de jaulas y de los 

frascos bebederos se debe utilizar detergente sobre la superficie interna de los 

mismos y desinfectarlos con agua caliente o con algún desinfectante como  

hipoclorito de sodio. 

      El sistema de control de todos los modelos experimentales tiene un registro para la 

identificación, controles, inoculaciones y operarios responsables del proyecto de 

investigación. 

       El manejo de los modelos animales experimentales se realiza a través de la 

inmovilización de los mismos al sujetarlos por la zona media de la cola, ubicando la 

cola entre los dedos  anular y meñique, sujetar rápidamente la piel de la parte superior 

del cuello y hombros y finalmente levantar el animal (Fuentes et. alt, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 
 

4.6.15 Anexo Nº15: Preparación y Administración Ácido 3- Nitropropiónico 

(3-NP) 

         La fórmula utilizada para la administración del químico es la siguiente: 

Tabla Nº 14: Fórmula Ácido 3- Nitropropiónico 

Fórmula 

Ácido-3 

Nitropropiónico 

(3-NP) 

Dosis Fórmula para ratones 

 

12 ml /kg 

 

 

  

         La administración del ácido 3 nitropropiónico (3-NP) en los modelos animales 

experimentales se realizó a través de la vía intraperitoneal usando jeringas de 1ml y de 

bisel pequeño. Se aplicó la sujeción del ratón con una mano y se inmovilizó la pata 

izquierda con una inclinación hacia la cabeza para que se produzca un desplazamiento 

de las vísceras con el objetivo de no lesionar ninguna. Inmediatamente se insertó la 

aguja de la jeringa en la piel  del ratón exactamente en el cuadrante izquierdo inferior 

del abdomen y se introduce en la cavidad peritoneal levantando la aguja contra la pared 

abdominal para evitar una punción en el interior del intestino.  

 

Figura Nº 3: Sujeción del ratón (Fuentes Paredes et. alt, 2008) 

       Se recomienda que la administración del químico se realice de forma lenta ya que 

una rápida administración podría causar daño en el tejido y hemorragia provocado por 

la presión interna. 
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4.6.16 Anexo Nº16: Preparación y Administración de Anestésicos para 

modelos animales experimentales 

Tabla Nº 15: Fórmula de Anestésicos para ratones 

Fórmula 

Anestésico 

Dosis Fórmula para ratones 

Ketamina 0.8 

ml 

/kg 

 

Xilocina 0.2 

ml/kg 

 

  

      El ratón al encontrarse sedado se lo colocó en una superficie lisa con el abdomen 

hacia arriba y con las patas aseguradas a cada extremo. Enseguida, se tomó con pinzas 

la piel a nivel del diafragma y se corta para exponer el hígado y el corazón.  

      Al exponer el corazón del modelo animal experimental, se inyecta en el ventrículo 

izquierdo con una aguja de mariposa. Se corta inmediatamente la aurícula derecha y se 

dispensa 10 ml de solución salina hasta que el hígado se aclaró a un color café tenue. 

Finalmente se dispensó 10 ml de Paraformaldehido al 97%. 

      Se realiza un corte en el cuello del modelo experimental, se comienza a retirar la 

piel para descubrir el cráneo y se retira el cerebro con cuidado. Al terminar la extracción 

de cerebro se lo pone en un tubo con paraformaldehido para su posterior análisis. 

     La perfusión se realizó 24 horas después de la última dosis de 3MP (Ácido 3 

nitropropiónico).  
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4.6.17 Anexo Nº17: Preparación y Administración de ARN de interferencia 

Tabla Nº 16: Fórmula de Solución Madre de ARNi 

Total Ratones a Inocular:  8 ratones 

Peso Ratones Cantidad de Solución Madre 

1 ratón pesa 20 g, 200 ul 

8 ratones (aprox. c/u 25g) 200g X  

Total Solución Madre 2000 ul 

 

       La solución madre tiene una concentración de 3-mg/mL de dúplex siRNA en la 

resuspensión con 500ul de agua ADNasa / RNasa libre. Se recomienda que si es 

necesario poner la solución en un vortex para resuspender completamente. 

        Para la preparación de 500 ul de una solución de ARNsi 1.5-mg/mL, se realiza 

mediante la mezcla de 250 ul de solución madre de ARNsi a 3 mg / ml con 250 ul de 

tampón. Esta solución se mezcla junto con la invivofectamina, se incubo durante 30 

minutos a 50ºC y se centrifugo brevemente para recoger la solución final. El volumen 

final para la inyección al modelo experimental es de 500 ul. 

      La dosificación de concentraciones para la administración del ARNi se realizó 

según el peso de cada modelo animal experimental ya que en volumentípico la 

administración sistémica de 200 ul (para una inyección a baja presión) 

en concentraciones de 50 a 500mM. Esta combinacióncorrespondea un rango de dosis 

de ARNi como se muestra en la siguiente tabla: 

Tabla Nº 17: 1º Concentración de ARNi 

Dosis (mg/kg) Nmol siRNA/Dosis Concentración por 200 ul Dosis (uM) 

1.0 1.5 7.4 

5.0 7.4 37.0 

10.0 14.8 74.0 

20.0 29.6 148.0 

50.0 74.0 370.0 
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La preparación de las concentraciones en los modelos animales experimentales 

se indica en la siguiente tabla:  

Tabla Nº 18: 1º Preparación de concentraciones de ARNi 

PREPARACIÓN DE CONCENTRACIONES 

Fórmula: C1*VI=C2*V2 

Volumen Final de Solución ARN de interferencia: 500 ul 

Datos: Para concentración  7,4 nmol siRNA 

C1= 1,5 mg/ml  

V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII 

C2=7.4 

V2=X 

 

Volumen Ambion® siRNA FVII en 

449.33 buffer complexión 

Datos: para concentración  14.8 nmol siRNA 

 

C1= 1,5 mg/ml  

V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII 

C2=14.8 

V2=X 

 

 

Volumen Ambion® siRNA FVII en 

474.66 buffer complexión 

Datos: para concentración  29.6 nmol siRNA 

 

C1= 1,5 mg/ml  

V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII 

C2=29.6 

V2=X 

 

 

Volumen Ambion® siRNA FVII en 

487.66 buffer complexión 

Datos: para concentración  74,0 nmol siRNA 

 

C1= 1,5 mg/ml  

V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII 

C2=74.0 

V2=X 

 

 

 

Volumen Ambion® siRNA FVII en 

494.93 buffer complexión 
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4.6.18 Anexo Nº18: Técnica de Electroforesis de proteínas  

- Preparación del sistema de electroblotting: Para comenzar el funcionamiento del 

electroblotting se limpió las placas de vidrio del sistema de electroblotting para 

cada gel primero con agua destilada y luego con etanol al 70%.  Se recomienda 

evitar hendiduras entre las placas de vidrio del sistema de electroblotting que 

pueden provocar daño en la silicona. La unidad de electroblotting está lista para 

la preparación del gel. 

 

- Ensamble del sistema de electroblotting: Se ubicó junto ala placa espaciadora de 

vidrio plano con la placa dentada para insertar el interior de barra de presión con 

el módulo sobre una superficie plana. Se apretó completamente los tornillo 

sasegurándose que la unidad no tambalee para poner la solución de gel y dejar 

solidificar. Entonces en la solución del gel insertar  el peine de apilamiento. 

 

- Selección del Gel: Para la selección del gel se debió tener cuidadoal seleccionar 

el tamañode porodel gel. Estas fórmulasson para Trisglicina geles de SDS. El 

tamaño de los poros del gel determina la capacidad de resolver diferentes 

tamaños de proteína. La tabla siguiente detalla que porcentaje de gel para usar 

para separar los tamaños de las proteínas indicadas. Para la proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP) se utilizó un gel del 12%. 

Tabla Nº 19: Resolución de Separación de gel según porcentaje de Acrilamida 

Porcentaje Acrilamida Resolución de Separación 

5% 60-220 KD 

7.5% 45-120 KD 

10% 25-75 KD 

12% 14.5-65 KD 

15% 6.5-45 KD 

17.5% 5.5-30 KD 
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- Preparación del gel: 

       La preparación de la solución de gel de separación para dos 10x10 utilizando geles 

de 1mm de espaciadores es descrita en la siguiente tabla:  

Tabla Nº 20: Preparación de Gel de poliacrilamida 

Solución 5% 7.5% 10% 12% 15% 17.5% 

Agua destilada 8.7 mL 7.5mL 6.3mL 5.25mL 3.7mL 2.5mL 

30% de Solución Stock 

Acrilamida 

2.5mL 3.75mL 5mL 6mL 7.5mL 8.75mL 

4 X Tris SDS solución pH 8.8 3.75mL 3.75mL 3.75mL 3.75mL 3.75mL 3.75mL 

10% Persulfato de amonio 150 ul 150 ul 150 ul 150 ul 150 ul 150 ul 

TEMED 

(Tetramethylethylenediamine) 

15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 

 

         Para la preparación de las soluciones 30% Solución Stock Acrilamida, 4X Tris 

SDS y 10% Persulfato de amonio se siguieron las siguientes tablas: 

Tabla Nº 21: Preparación de Solución Stock 4X Resolving 

 

 

Tabla Nº 22: Preparación de Solución Stock 4X Staking 

 

 

 

 

 

 

Stock 4X Resolving Gel tris (1.5 M trisHCl pH8.8 0.4% SDS) 

110 mL de agua destilada con 36.4 g de Tris base 

8 mL de 10% SDS 

Ajustar el pH 8.8 con 1N HCl 

Ajustar el volumen final a 200 mL con Agua destilada 

Stock 4X Staking tris (0.5 M trisHCl pH6.8 0.4% SDS) 

110 mL de agua destilada con 12.12 g de Tris base 

8 mL de 10% SDS 

Ajustar el pH 6.8 con 1N HCl 

Ajustar el volumen final a 200 mL con Agua destilada 
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Tabla Nº 23: Preparación de Solución Persulfato de amonio 

 

 

 

 

Tabla Nº 24: Preparación de Solución Stock de Gel Acrilamida 30% 

Solución Stock de Gel de Acrilamida 30% 

30.0 g Acrilamida 

0.8 g Bisacrilamida metileno 

100ml Agua destilada 

 

      Al tener preparado la solución del gel se llenó las placas de vidrio hasta la línea de 

los peines y se evitó la generación de burbujas de aire. El llenado se realizó rápidamente 

antes de que el gel sea demasiado viscoso. Se dejó que el gel de resolución se 

polimerice. Esto por lo general toma de 15 a 3 minutos. Es recomendable que si el 

tiempo de polimerización es excesivo, use un material fresco de solución de persulfato 

de amonio. 

 

Tabla Nº 25: Preparación de Solución 1X Tris glicina 

 

 

 

- Preparación de la proteína para la carga en el gel:  

Desparafinación de tejidos: 

Tomar  las muestras y añadir 1 ml de xilol precalentado a 50 ºC a cada 

microtubo y se mantuvo a 56 °C por 10 minutos, luego centrifugar a 10000 rpm, 

temperatura ambiente, por 5 minutos. Decantar el sobrenadante y se realizar 

varios cambios de xilol hasta que la parafina se removiera. El tejido sin parafina 

10% APS solución persulfato de amonio 

0.1 g de persulfato de amonio 

1 ml de agua destilada 

1X Trisglicina  tank buffer SDS 

750 ml de 4X Tris glicina tank buffer SDS 

30 ml de 10% SDS 

3 L de agua destilada 

Añadir agua destilada para un volumen final de 200 ml 
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lavar con etanol absoluto, etanol al 95% y etanol al 70%, cada cambio fue 

antecedido por una centrifugación a 10000 rpm por cinco minutos.  

Extracción de proteínas: 

     Las muestras que tienen 1 mg de tejido se adicionan 1 ml de tampón de lisis 

rápidamente al tubo, homogeneizar con un homogeneizador, mantener la agitación 

constante durante 2 horas a 4 ° C. Después se centrifuga durante 20 minutos a 12.000 

rpm a 4 ° C en una microcentrífuga. Retire con cuidado los tubos de la 

centrífuga y aspirar el sobrenadante y colocar en un tubo nuevo; descartar el sedimentar. 

Tabla Nº 26: Preparación de Solución Tampón de Lisis 

 

 

 

 

        Para la preparación de la carga de las proteínas el volumen de la muestra dependió 

de la capacidad de los pocillos.  

Para la desnaturalización se calienta las muestras durante 2 minutos y se 

centrifuga las muestras enuna microcentrífuga durante 20 segundos a 12.000 rpm. Las       

muestras de proteínas ya están listas para cargar. 

 

- Carga de las proteínas: Se transfirió el gel interior en el tanque principal en la 

orientación correcta, se llenó el tanque exterior con tampón de reserva. El tanque 

interno mínimo se llena justo antes de inundar la parte inferiorde las placas de 

vidrio, mínimo, (250 ml)  lo que puede afectarla resolución. La carga de las 

muestras en los posillos se realizo utilizando una  punta de pipeta teniendo 

cuidado de no dañar los pozos o crear burbujas de aire y se debe tener en cuenta 

la orientación en la que las muestras se cargan. 

 

-Funcionamiento del gel: Se colocó la tapa del sistema de electroblotting y se 

conectó a una fuente de alimentación. Para correr un gel se utiliza un voltage de 90 a 

225 voltios. La condición de potencia recomendada para una resolución óptima con 

Tampón de Lisis 

150 mM Cloruro de sodio  

1,0% Triton X-100 

50 mM Tris pH 8,0 
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mínima distorsión de banda térmica es de 150 voltios, con un ajuste de voltaje 

constante. Los tiempos de ejecución varían con la concentración y tamaño de proteínas. 

El tiempo habitual de ejecuciónes de aproximadamente 40 a 45 minutos. Durante 45 

minutos de ejecución, la corriente disminuirá lentamente hasta aproximadamente 20mA 

por el gel. Esto es causado por el cambio de iones del tampónen el gel, causando un 

lento aumento en la resistencia en el gel.Como era de esperar de la Ley de Ohm. Se 

recomienda siempre desenchufar el cable dela fuente de alimentaciónantes de retirarla 

tapa. Se retira el módulo del gel después de vaciar el búffer interno en el tanque 

principal y se afloja los seguros de presión para liberar las placas de vidrio, suavemente 

apartarlas placas de vidrio.     

El gel normalmente se adhiere a una de las placas y se puede quitar con un 

remojo en el tampón y luego levantándolo suavemente con una espátula. El gel está 

listopara su posterior análisis. 

-Análisis del gel: El gel al finalizar su corrimiento se colocó en:  

- Solución de Fijación: El gel debe permanecer en la solución fijadora por 15 

minutos. 

 

Tabla Nº 27: Preparación de Solución de Fijación 

 

 

 

 

-Solución de Impregnación: El gel debe permanecer en la solución de 

impregnación por 10 minutos en agitación constante  

Tabla Nº 28: Preparación de Solución de Impregnación 

 

 

 

 

 

 

 

Solución de Fijación 

25ml de Etanol Absoluto 

0,7 ml de Ácido Acético 

Aforar a 250 ml de Agua destilada 

Solución de Impregnación 

0,15 gr de Nitrato de Plata (AgNO3) 

50 ml de Solución Fijadora 

100 ml de Agua destilada 
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- Solución de Enjuague: Al terminar con la impregnación, se realizó un enjuague 

con agua destilada por 1 minuto. 

Solución de Revelado: Terminado el enjuague, se procedió al revelado y se agita 

hasta que se vean las bandas.  

Tabla Nº 29: Preparación de Solución de Revelado 

 

 

 

 

Se dejó secar el gel por algunos minutos  y se lo llevó a la plataforma de luz para 

fotografía. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solución de Revelado 

2 gr de Hidróxido de Sodio (NaOH) 

1 ml de Formaldehido 

140 ml de Agua destilada 
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4.6.19 Anexo Nº19: Datos de modelos animales experimentales inoculados 

con 3- ácido Nitropropiónico (3-NP)  

Tabla Nº 30: Datos de ratones en cada dosis de 3 NP 

Ratones inoculados con Ácido 3 Nitropropiónico 

Nº de 

Ratón 

1º Dosis 3 NP  2º Dosis 3 NP  3º Dosis 3 NP  Observación 

1 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora, pérdida 

de movimiento 

de patas traseras 

y de visión. 

Pérdida de 

apetito y de 

consumo de 

agua. 

Movimi

entos anormales 

como temblor y 

leve rigidez de 

la cola 

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora, pérdida 

de movimiento 

de patas traseras 

y de visión. 

Pérdida de 

apetito y de 

consumo de 

agua. 

Movimie

ntos anormales 

como temblor y 

rigidez de la 

cola. Aun 

mantiene 

sensibilidad de 

cola y patas 

traseras 

 

 

Pérdida severa de peso 

aproximadamente de  5 

gr. del 16/07/2013 al 

18/07/2013 

 

Pérdida total de 

movimientos de patas 

traseras, disminución total 

de actividad motora. 

 

No realiza ningún 

movimiento, 

aparentemente ciego. 

 

Además de pérdida de 

apetito y de consumo de 

agua 

 

Se realiza perfusión el 

18/07/2013  con un peso 

de 0.01546 kg ya que no 

presenta esperanza de 

vida. 

2 Somnolencia, 

comportamiento 

Movimientos 

ondulantes, 

Movimientos 

ondulantes, 
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pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales 

como temblor y 

leve rigidez de 

la cola 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales como 

leve rigidez de 

la cola. 

Presenta 

leve temblor. 

Comport

amiento pasivo, 

no agresivo. 

Pérdida 

leve de 

movimiento 

patas traseras. 

Consum

o mayor de agua 

3 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales 

como temblor y 

leve rigidez de 

la cola 

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales como 

leve rigidez de 

la cola. 

Presenta leve 

temblor. 

Comportamiento 

pasivo, no 

agresivo. 

Pérdida leve de 
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movimiento 

patas traseras. 

Pérdida de peso  

Consumo mayor 

de agua 

4 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo marcha 

descoordinada 

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Muerto 

15/07/2013 

No resistió la 2º dosis de 

3NP 

Alcance de la dosis de 

3NP del 29% (2 de 7 

inyecciones) 

5 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales 

como temblor y 

leve rigidez de 

la cola.  

Pérdida de 

movimiento de 

pata trasera 

izquierda 

Pérdida 

leve de apetito 

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales como 

temblor y leve 

rigidez de la 

cola.  

Pérdida de 

movimiento de 

pata trasera 

izquierda 

Pérdida 

de peso  

Recupera

ción de apetito y 

consumo mayor 
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de agua 

6 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo marcha 

descoordinada 

Movimi

entos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Muerto 

15/07/2013 

No resistió la 2º dosis de 

3NP 

 

Alcance de la 

dosis de 3NP del 29% (2 

de 7 inyecciones) 

7 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales 

como temblor y 

leve rigidez de 

la cola.  

Presenta 

temblor y una 

leve pérdida de 

movimiento de 

patas traseras 

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Movimientos 

anormales como 

leve rigidez de 

la cola. 

Presenta 

leve temblor. 

Comport

amiento pasivo, 

no agresivo. 

Pérdida 

leve de 

movimiento 

patas traseras. 

Pérdida 

de peso  

Consum

o mayor de agua 
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8 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo marcha 

descoordinada 

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Muerto 

15/07/2013 

No resistió la 2º dosis de 

3NP 

 

 

Alcance de la 

dosis de 3NP del 29% (2 

de 7 inyecciones) 

9 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo marcha 

descoordinada 

Muerto 

15/07/2013 

No resistió la 2º dosis de 

3NP 

Alcance de la dosis de 

3NP del 29% (2 de 7 

inyecciones) 

10 Somnolencia, 

comportamiento 

pasivo,  marcha 

descoordinada, 

sin rigidez en la 

cola  

Movimientos 

ondulantes, 

disminución de 

la actividad 

motora 

Muerto 

15/07/2013 

No resistió la 2º dosis de 

3NP 

 

Alcance de la dosis de 

3NP del 29% (2 de 7 

inyecciones) 
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4.6.20 Anexo Nº20: Datos de modelos animales experimentales inoculados 

con 3- ácido Nitropropiónico (3-NP) y tratados con ARN de interferencia (ARNi) 

 

Tabla Nº 31: Datos de ratones con 3 NP + ARNi  

 Ratones inoculados con 3NP + ARNi 

Nº de 

Ratón 

Semana Descripción Observación 

1 Tercera  

 

Movimientos normales, 

actividad motora en 

aumento, recuperación 

de  movimiento de 

patas traseras Aumento 

de apetito y de consumo 

de agua. 

Movimientos anormales 

como temblor y rigidez 

de la cola disminuidos 

 

Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

 

 

 

2 Tercera Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

3 Tercera Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

 

 

4 Tercera Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

5 Tercera  

Movimientos normales, 

actividad motora en 

aumento,  

 

Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 
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Aumento de apetito y 

de consumo de agua. 

Movimientos anormales 

como temblor y rigidez 

de la cola disminuidos 

Comportamiento 

pasivo, no agresivo. 

 

 

6 Tercera Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

7 Tercera Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

 

 

8 Tercera Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

9 Tercera Movimientos normales, 

actividad motora en 

aumento, recuperación 

de  movimiento de 

patas traseras Aumento 

de apetito y de consumo 

de agua. 

Movimientos anormales 

como temblor y rigidez 

de la cola disminuidos 

 

Aumento de peso desde la 

inoculación con ARNi 

 

 

 

10 Tercera Modelo experimental muerto en la dosis de 3-NP 

utilizado como control 

 

 


