DAD CATg
o o,
S ¢,

Y,

RONTIFy(,
1y 7
(A3
A
Joavndd

o, o0
815 s ST

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

DISERTACION PREVIA A LA OBTENCION DEL TITULO DE BIOQUIMICO

CLINICO

DETERMINACION DEL POTENCIAL TERAPEUTICO DEL ARN DE
INTERFERENCIA EN LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON EN MODELOS
INDUCIDOS CON ACIDO NITROPROPIONICO

SOFIA CAROLINA CABRERA FIALLOS

DIRECTOR: MSc.PABLO PALACIOS

QUITO, 2015



DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, SOFIA CAROLINA CABRERA FIALLOS, C.I. 1721042370, autora del trabajo de
graduacion intitulado: “DETERMINACION DEL POTENCIAL TERAPEUTICO DEL
ARN DE INTERFERENCIA EN LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON EN
MODELOS INDUCIDOS CON ACIDO NITROPROPIONICO” previa a la obtencién
del grado académico de BIOQUIMICO CLINICO en la Escuela de Bioanalisis:

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacién que tiene la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la Ley
Organica de Educacion Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una
copia del referido trabajo de graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional de
Informacion de la Educacion Superior del Ecuador para su difusion pablica respetando

los derechos de autor.

2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador a difundir a través
de sitio web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacion, respetando

las politicas de propiedad intelectual de la Universidad.

SOFIA CAROLINA CABRERA FIALLOS,

C.1. 1721042370



DEDICATORIA

A Dios y a mi madre.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios por guiarme todos estos afios en mis estudios y en mi

formacion profesional.

A mi madre que es mi apoyo incondicional, gracias por su paciencia y por su

constante motivacion para seguir adelante.

Un agradecimiento sincero a mi tutor de disertacion, el MSc. Pablo Palacios
que me guié y me dio la oportunidad de formar parte del proyecto de investigacion en
que se basa este trabajo. Gracias por su dedicacion, su tiempo para culminar esta

investigacion y por su apoyo.

Gracias a mi compafiero de proyecto David Sanchez por su trabajo en esta
investigacion. Muchas gracias a todos mis amigos que me han apoyado desde el inicio

hasta la culminacién de este trabajo.

Gracias a la Escuela de Bioanalisis y a la Pontificia Universidad Catolica por
guiarme en el crecimiento intelectual y personal durante los afios de formacion

academica de la carrera de Bioquimica Clinica.



TABLA DE CONTENIDOS

DEDICATORIA......cccvvvuueeeeeerrriniieeeeerrrrrnneeeesssesssneeeeessssssnseesesssssnn I
AGRADECIMIENTO......ccuuuieeieereetiiieeeeerrrernnieeeeessssssneeeesssssssnseeseessenn v
TABLA DE CONTENIDOS.......ooovirieieiseeeeiesies s essssessssssssessesssnsnnes \Y}
INDICE DE TABLAS.....ccevtttttieeeeeerrettieeeeeerrrssneeeeeesessmerssssnieeessssssns VIII
000 (03 O 1) O 2 (€] 01 23N SR X
INDICE DE GRAFICAS. ... ccuuuiertuieerinieerteeerneersneermssneessnsessseessseeessns XI
INDICE DE FOTOGRAFIAS......cccuvvueeeieeiriiiieeeeeeeerrnnieeeeeeeessnnnesessss XIII
INDICE DE ANEXOS....0uueeeiieeettnneeeeeeresssnieeeeesssssmneeeeesssssssnsesessssssnnns XV
INDICE DE SIGLAS....ccuitttteeetneeertneeerneeernesersneesssnsesssesessnesssnnesssnnn, XVII
RESUMEN.....uutittttueeeretneeerssneeerssnseeesssseeeesssseeeesssneesssssneessssnns o 1
ABSTRACT ..uueeviieeeeeiteeeeruneeerssnneeerssneeesssseeesssseesssssneeessssnsessssnnnns 3
INTRODUCCION.....uuittuiietieetteeenteersneetneersneessneeessseeessseessnneessneesne 5
(07N 3 4 U 6 50 1 CSR R 6
LLIUSTIFICACION. ...oooeii e 6
1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .........cccouiiiiiieiiiiiieeeee 7
1.3 OBIETIVOS. ... .ot 8
1.3.1 OBJETIVO GENERAL..........ooiiiiiiiiiiiiii e 8
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS...........ouiiiiiiieiiiiieeei 8
LAHIPOTESIS ..o 8
(07N 4 N 01 0 5 | DU PR RPPRRR 9
MARCO TEORICO........ouiiiii oo, 9
2.1 ANTECEDENTES.......coiiiiiii i, 9



2.2 Enfermedad de HUNtINGLON. ..ot 11

2.2.1 Generalidades. .........o.oiniii 11
2.2.2 OFIQEN=- CAUSAS. . ... ettt et ettt et et et et et e, 12
2.2.3SIgN0S Y SINTOMAS......veitiitie e 15
2.2.4 DIagnOStiCO. . ..vtiiet e 18
2.2.5 Tratamientos paliativos............coevviiiiiiiiiiiie e, 18
2.3 Modelos animales experimentales quimicamente modificados................ 20
2.3.1 Caracteristicas Acido- 3 nitropropionico................cceceeeen.... 23
2.3.2 Acido- 3 nitropropidnico en relacién con dafio celular............... 24
2.3.3 Acido- 3 nitropropidnico en relacién con dafio metabolico......... 25
2.4 ARN de INterferenCia. .. ......ooeiiiii e 27
2.4.1 Potencial TeraputiCO...........ooviniiriiiii e, 28
2.4.2 Aplicacion a la terapia genética...............cooooveiiiiiiniiniinn.. 29
2.5Proteina acida glialfibrilar (GFAP)..... ..o 30
2.5.1CaracteriStICaAS. . vt ettt ettt 30
2.5 2 FUNCION. .. .ute e 31
2.5.3 Interaccion con astrocitos Y NEUTONAS. .........eueeueerernennenennen.. 32
2.6Electroforesis de proteinas..........c.oovveiiiiiiiiiii e 32
2.6.1 Generalidades.........c.covviiiiiiii 33
2.6.2 Cuantificacion de Proteina acida glialfibrilar(GFAP).............. 33
6.V . 1 N 51 510 28 U U 34
MATERIALES Y METODOS. ... 34
3.1 TIPODE ESTUDIO. ... uiiiiiii e 34
3.2 POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRA..........cooiiiiiiiiiiii 34
3.2.1 Criterios de inclusion..............oooviiiiiiiiiiii e 35
3.2.2 Criterios de exXclusion............cooeiiiiiiiiiiiii e, 35
3.3 METODOLOGIA DEL ESTUDIO............eiiiiiiieiiiieeeiieeeeee, 35



3.4 TAMANO DE MUESTRA........oouiiiiiiiiiee e 36

3.5 EQUIPOS Y MATERIALES. ... 37
3.6 PROCEDIMIENTOS. ... e 39
3.6.1 Manejo de Modelos Animales Experimentales....................... 39

3.6.2 Aplicacion y administracion del quimico 3-NP (Acido
NItrOProPIONICO). .. .ottt 39

3.6.3 Perfusion de modelos animales experimentales y extraccion de

[T ¢=] o] (0 F T 41

3.6.4 Preparacion del ARN de interferencia (ARNi)....................... 41

3.6.5 Inyeccion con ARN de interferencia a los modelos animales

quimicamente modificados.............ooiiiiii i 42
3.6.6 Electroforesis con gel denaturalizante
(SDSPAGE).... ittt e e e e 43
3.7 ASPECTOS ETICOS. ....ooiiiiieeieeeeeee e, 44
CAPITULO IV . atiiiiiiiiiiiiitiiiiineiiiienstesesstcsssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssse 45
4.1 RESULTADOS. ..o e e e e 45
42DISCUSION.....cooiiiiiiiiiie s 70
4.3 CONCLUSIONES. ... ottt e 72
4.4 RECOMENDACIONES. ... o 74
4.5BIBLIOGRAFTA . ......ooiiiiiii s 76
4.6 ANEX O, . i e 82

Vil



INDICE DE TABLAS

Tabla N° 1 1° Inoculacion con Acido 3 Nitropropionico. .............ceeeueeveeeuuei. 39

Tabla N° 2 2° Inoculacion con Acido 3 Nitropropionico. .............oeeeeeeeueeeieeenn. 40
Tabla N° 3 3° Inoculacion con Acido 3 Nitropropionico. .............veeeeeeueeeieeenn, 40
Tabla N° 4 Volumen de soluciones de ARNI.........c.oviiiiiiiiiiiieiceeeeas 41
Tabla N° 5 Inoculacion con Acido 3- Nitropropionico y ARN de interferencia. ....... 42

Tabla N° 6 Cambio porcentual de pesos corporales de ratones inoculados con

BN P ettt ettt et eea et et e et et et et et as et eeaeee e ee e e e naeeen et s et et e e et een e neaens 54
Tabla NO 7 T de STUAENL. . ..o e 55
Tabla NO 8 AN OV A . o e, 58

Tabla N° 9 Cambio porcentual de pesos de ratones inoculados con 3NP +

A RN I 63
TablaN° 10 Rde Cronbach.........c.oi i 66
TablaN° 11 R de Cronbach....... oo 67
Tabla N 12 Chi cuadrado. ........o.ouinini e 67
Tabla NC 13 ANOV A . o e 68
Tabla N° 14 Formula Acido 3- Nitropropionico. .............oovvueeiiieeiiiiee e 115
Tabla N° 15 Férmula de Anestésicos para ratones .............ocoevveririniereniniiainnnnns 116
Tabla N° 16 Formula de Solucion Madre de ARNI...... ..ot 117
Tabla N° 17 Concentracion de ARNI..........oiiiii 118
Tabla N° 18 Preparacion de concentraciones de ARNI.............ooooiiiiiiiiiiiiin.. 118
Tabla N° 19 Resolucion de gel por porcentaje de Acrilamida.............................. 120
Tabla N° 20 Preparacion de Gel de poliacrilamida..................cooooiiiiint. 120

Vil



Tabla N° 21 Preparacion de Solucién Stock 4X Resolving..............ccoooviiiiii.. 121

Tabla N° 22 Preparacion de Solucion Stock 4X Staking..............ooooeveiiiiiinnn... 121
Tabla N° 23 Preparacion de Solucién Persulfato de amonio...................ccooevnel. 121
Tabla N° 24 Preparacion de Solucién Stock de Gel Acrilamida 30%..................... 121
Tabla N° 25 Preparacion de Solucion X Trisglicina..............coooeviiiiieienene. 122
Tabla N° 26 Preparacion de Solucion Tampon de LisiS......c....c.ovveiiieiiiiininn.n. 122
Tabla N° 27 Preparacion de Solucion de Fijacion...............cooooiiiiiiiiiiininenn.. 124
Tabla N° 28 Preparacion de Solucién de Impregnacion................cooooiiiinnn.n. 124
Tabla N° 29 Preparacion de Soluciéon de Revelado...............cccoooiviiiiiieininnnn.. 124
Tabla N° 30 Datos de ratones en cada dosisde 3NP...........ccoivviiiiiiiiiiiiiiens 125
Tabla N° 31 Datos de ratones con 3 NP + ARNI+.........oooiiiiiiiiiiiiiieee, 131



INDICE DE FIGURAS

Figura NO L HUNGINGLING. .. ... e 14
Figura N° 2 Procesos celulares de la proteina acida fibrilar glial (GFAP)............... 31
Figura N° 3 SUJecion del ratOn.............oviniiniiii e e 116



INDICE DE GRAFICAS

Grafica N°1 Respuesta de modelos experimentalesal 3-NP.......................ceel 45

Grafica N° 2 Perdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en 1°

Gréafica N° 11 Reduccion de Ingesta de agua y alimentos en modelos experimentales
CON 3-NP €N 10 U0SIS. .ttt et e 52

Grafica N° 12 Reduccion de Ingesta de agua y alimentos en modelos experimentales
CON 3-NP BN 20 UOSIS. ...ttt ettt e 53

Grafica N° 13 Reduccion de Ingesta de agua y alimentos en modelos experimentales
CON 3-NP BN 30 A0SIS. ...ttt et 53

Xl



Grafica N° 14 Peso (Kg) de modelos experimentales con 3-NP en el

N P e 57
Graéfica N° 17 Analisis Regresion Lineal: Pérdida de
P 0S . . ettt e 58

Grafica N° 18 Respuesta al tratamiento con ARNi en modelos animales experimentales

quimicamente Modificados. ... .. ..o 59

Grafica N° 19 Aumento de movilidad en modelos animales experimentales

guimicamente modificados tratados con ARNI.............ocoiiiiiiiiii e, 60

Grafica N° 20 Disminucién de Temblores — Rigidez en la cola en modelos animales

experimentales quimicamente modificados tratados con ARNi..................cooeueeeee, 61

Gréafica N° 21 Aumento de ingesta de agua - alimentos en modelos animales
experimentales quimicamente modificados tratados con ARNi..................cooevenene, 62

Grafica N° 22 Pesos (Kg) 1° dia de modelos animales experimentales quimicamente
modificados tratados CON ARNI.........iiii i 64

Grafica N° 23 Pesos (Kg) 15° dia de modelos animales experimentales quimicamente
modificados tratados CON ARNI. ..ot 65

Grafica N° 24 Ganancia de peso en modelos animales experimentales quimicamente

modificados tratados CON ARNI . ..o e 66

X1



INDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografia N° 1 Microambiente de modelos animales experimentales....................102
Fotografia N° 2 Identificacion de cada modelo animal en jaulas........................... 102
Fotografia N° 3 Identificacion de cada modelo animal en jaulas.......................... 102
Fotografia N° 4 Ratdn inoculado con 3NP: Rigidezenlacola............................. 103
Fotografia N°5 Ratdn 3NP + ARNI........oiiiiiii i 103
Fotografia N° 6 Alimentacién de los modelos animales experimentales................ 103
Fotografia N° 7 Alimentacién de los modelos animales experimentales..................103
Fotografia N° 8 Suministro de agua a modelos animales experimentales............... 104
Fotografia N° 9 Suministro de agua a modelos animales experimentales................104
Fotografia N° 10 Peso de los modelos animales experimentales.......................... 104
Fotografia N° 11 Peso de los modelos animales experimentales.......................... 104

Fotografia N° 12 Sujeccion y aplicacion de ARNi /3NP/Ketamina vy

XIIOCINA. .. 104
Fotografia N° 13 Raton sedado y Asegurado antes de Perfusion......................... 105
Fotografia N° 14 Inicio de la Perfusién del Raton......................ooiiiiiininna, 105
Fotografia N° 15 Inicio de la Perfusién del Raton........ccoeeeeeooeiiiiiiiiinintn..0 105

Fotografia N° 16 Inyeccion de solucién salina en el ventriculo izquierdo del

COTAZON. . .. et e 106

Fotografia N° 18 Aclaramiento del higado, despues de la inyeccion de solucion
7 10T U 106

Fotografia N° 19 Cerebros eXtraidos. ..........c.ooviniiniiei e 107

Xl



Fotografia N° 20 Cerebros extraidos. ............o.oiviiiniii e 107

Fotografia N° 21 Caracteristicas macroscopicas de los modelos experimentales tratados

con 3-NP Yy CoNtrol NEQAtIVO. ......ouitie i e 107

Fotografia N° 22 Caracteristicas macroscopicas de los modelos experimentales tratados

CON 3-NP y CONronl NEQALIVO. ...ttt ees s i 107
Fotografia N° 23 Concentraciones de ARNI...........cooiiiiiiiiiiii e, 108

Fotografia N° 24 Muestras de Tejido para analisis de

BIECIIOTOTESIS. .. .t 108
Fotografia N° 25 Soluciones para llenar gel de poliacrilamida............................ 108
Fotografia N° 26 Llenado del gel de poliacrilamida........................oooii, 109
Fotografia N° 27 Polimerizacion del gel..........cc.oooooii i, 109
Fotografia N° 28 Llenado de muestras en el gel de poliacrilamida........................ 110

Fotografia N° 29 Sistema de Gel de Electroforesis conectado a la fuente de

VO . .. e, 110
Fotografia N° 30 Corrida de 1as MUESEIas. ..........c.oevviiiiiriiiiieiieeeeeeees 111
Fotografia N° 31 Corrida de 1as mUestras. ...........c.oeeviiiriiiiiiiiieeieeeeeen, 111
Fotografia N° 32 Gel en Solucion Fijadora..............ocoeiiiiiiiiieeceeeee, 111
Fotografia N° 33 Gel en Solucion Fijadora..............cooiiiiniiiiiiiiiiiiieeee e, 111
Fotografia N° 34 Gel en Solucion de Impregnacion...................coiviieiiiiiinnnn. 112
Fotografia N° 35 Gel en Solucion de Impregnacion...................cooiiiiiiiiiiinnnn, 112

Fotografia N° 36 Gel en Solucion de Enjuague..........cceeeeeeeeeveeverieeeneeeenenn.. . 112
Fotografia N° 37 Gel en Solucion de Revelado........cccoeooooiiiiiiiiiinnnn 113
Fotografia N° 38 Gel en Solucion de Revelado................cooooiiiiiiiii i 113

Fotografia N° 39 Gel de policrilamida................cooiiiiiiii e 113

XV



INDICE DE ANEXOS

Anexo N° 1 Ficha de Datos de Seguridad de Acido 3-Nitropropionico.................... 82
Anexo N° 2 Ficha de Datos de Seguridad de GFAP.............ooiiiiiiiiiiiie, 84
Anexo N° 3 Ficha de Datos de Seguridad de Invivofectamina.............................. 85

Anexo N° 4 Inserto de Silencer® Seleccionado Pre-designado y Validado

ST RN A L e 87
Anexo N°5 Inserto de Factor VIISIARN ... 88
Anexo N° 6 Ficha de Datos de Seguridad de Acrilamida.......................ooeeeni. 90

Anexo N° 7 Ficha de Datos de Seguridad de NN-

Metilenbisacrilamida...........ocveeneeneineniiiii 29
Anexo N° 8 Ficha de Datos de Seguridad de Tris Base...............ccocoviviiiiiiiininnnnn, 93
Anexo N° 9 Ficha de Datos de Persulfato de AmMONIo...........c.oviieeiiiiiiiiinn 96
Anexo N° 10 Ficha de Datos de TEMED...........coouiuiiiiiiiiiiee e, 99
Anexo N° 11 Manejo de los Modelos Animales Experimentales...........................102
Anexo N° 12 Procedimientos de la investigacion y Resultados............................ 107
Anexo N° 13 Procedimientos de la investigacion y Resultados........................... 107
Anexo N° 14 Condiciones para el manejo de modelos animales experimentales........114

Anexo N° 15 Preparacion y Administracion Acido 3- Nitropropionico (3-

Anexo N° 16 Preparacion y Administracion de Anestésicos para modelos animales

BXPEIMENTAIES. . ... et 117
Anexo N° 17 Preparacion y Administracion de ARN de interferencia.................... 118
Anexo N° 18 Técnica de Electroforesis de proteinas................cccoeeviiiiiiniinnnn. 120

bY



Anexo N° 19 Datos de modelos animales experimentales inoculados con 3- &cido
Nitropropionico (3-NP).......oiiii e 126

Anexo N° 20 Datos de modelos animales experimentales inoculados con 3- &cido
Nitropropidnico (3-NP) y tratados con ARN de interferencia (ARNI)........cccocveenenn. 131

XVI



ACh:
ADN:
AP:
APS:
ARNi:
ATP:
ca’*:
CAT:

CNTF:

CIOMS:

Médicas
D2:
ERN:
ERO:
FADHo.
FDA:
GABA:
GAD:
GDNF:
GFAP:
GP:
HAPL1:
HD:

HIP1:

INDICE DE SIGLAS

Acetilcolina

Acido Desoxiribonucleico

Fosfatasa alcalina

Solucion persulfato de amonio

ARN de interferencia

Adenosina trifosfato

Calcio

Enzima de sintesis transferasa colina-acetil
Factores neurotroficos ciliar

Consejo de Organizaciones Internacionalesde

Dopamina

Especies reactivas de nitrogeno
Especies reactivas de oxigeno
Flavin adenin dinucleotido
Administracion de comida y drogas
Acido aminobutirico

Glutamato descarboxilasa

Factor neurotrdfico derivado glial de la linea celular
Proteina acida fibrilar glial

Globo palido

Proteina huntingtina asociada 1
Enfermedad de Huntington

Proteina interactuante con la huntingtina 1

XV

las Ciencias



HIP14: Proteina interactuante con la huntingtina 14

HIP1R: HIP1-proteina relacionada
HRP: Peroxidasa de rabano

HTT: Gen de la Huntingtina

H,0.. Perdxido de hidrogeno

IL: Interlucina

LDH: Lactato deshidrogenasa
NADH: Nicotinamida adenina dinucle6tido
NGF: Factor de crecimiento nervioso
NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico

NST: Nucleo subtalamico

0, Oxigeno

PACSIN1: Proteina quinasa C y la caseina quinasa sustrato en las neuronas-1

PGE-2: Prostaglandina E2
polyQ: Poli-glutamina

SBMA: Atrofia muscular bulbar
SDH: Succinato deshidrogenasa
SDS: Dodecil sulfato de sodio
SN: Sustancia nigra

TEMED: Tetrametiletilendiamina

TNF-a: Factor necrosis tumoral alfa

TGF-B: Factor beta transformador de crecimiento

3-NP: Acido 3- Nitropropidnico

VMAT: Transportador vesicular de mono amina inhibido

XVI



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 categorias; la primera, incluye el ARNi que silencia genes con
aplicacion terapéutica; y la segunda categoria es el ARNi que silencia genes enddgenos.

La enfermedad de Huntington es una patologia neurodegenerativa que no posee
cura en la actualidad. En esta patologia, el ARN de interferencia (ARNI) inhibe la
expresion de la proteina huntingtina, evita la neurodegeneracion y ayuda a combatir la
fisiopatologia caracteristica de esta enfermedad. También al ARN de interferencia
(ARNI) se considera un mecanismo bioldgico ya que se introduce en las células y con el
uso de vectores de ADN generan siARNSs, en forma constante, la supresion de la

produccién de la proteina huntingtina.

Varios estudios se utilizan ratones (Mus musculus) como modelos animales
experimentales para generar nueva informacion sobre las patologias y tratamientos que

se puedan aplicar en un futuro.

En esta investigacion se dividié en dos grupos los modelos animales experimentales: el
primer grupoconsistié en ratones que fueron modificados quimicamente con acido 3-
Nitropropidnico (3-NP) por via intraparenteral; y el segundo grupo fue en ratones
modificados quimicamente con acido 3- Nitropropionico (3-NP) mas el tratamiento con

ARN de interferencia (ARNi) por la misma via de inoculacion.

La técnica para determinar la presencia de proteina acida 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 inclusion propuestos en este estudio, pero no se

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

Todos los resultados fueron analizados estadisticamente permitiendo realizar una
correlacion de dependencia de las variables de los pesos de los modelos animales
experimentales, estableciendo una regresion simple determinando la relacion de pérdida

0 ganancia de peso, mostrando la relacion de independencia entre las respuestas de



acido 3 Nitropropionico (3-NP) mas el ARN de interferencia (ARNi) en los modelos

animales experimentales y la confiabilidad del experimento realizado.

Los resultados obtenidos a partir de esta investigacion evidencian que el primer grupo
de modelos animales experimentales quimicamente, modificados con &cido 3-
Nitropropionico (3-NP), se reprodujo la fisiopatologia de la enfermedad de Huntington
y mostraron una disminucion de peso ya que esta neurotoxina afecta al metabolismo del
ATP. Mientras que en el segundo grupo de modelos animales quimicamente
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, &cido 3 nitropropionico, western blo



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 RNA. 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- Nitropropionico acid, western blot.



INTRODUCCION

La enfermedad de Huntington es una patologia neurodegenerativa autosdmica
dominante, se origina por mutaciones al existir un aumento del nimero de repeticiones
del triplete CAG del gen (IT15) que codifica la proteina huntingtina. Esta patologia se
caracteriza por tener sintomas progresivos y una degeneracion paulatina del sistema
nervioso central desencadenando incapacidades fisicas y psiquicas. 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

proteinas mal plegadas en el citoplasma y en el nicleo (Boudreau et. alt, 2011).

En la actualidad no tiene un tratamiento, por esta razon 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 expresion de la proteina huntingtina
y evita la degeneracion de las neuronas. EI ARN de interferencia es un mecanismo
bioldgico que se produce de forma natural en las células, su potencial terapéutico radica
en proporcionar un mecanismo de defensa celular que disminuya los elementos
patégenos. Su accién se centra en bloquear selectivamente el gen de la huntingtina y
ayuda al mejoramiento de la fisiopatologia caracteristica de la enfermedad y de
comportamiento. Su uso depende de algunas variables como el procesamiento del
tejido, la estabilidad, la vida media y la aplicacion de los métodos adecuados, también
depende de algunos factores como una transfeccion adecuada para evitar efectos toxicos
(Schulte, et. alt, 2011).

El objetivo principal de esta investigacion es comprobar la efectividad del ARN de
interferencia como un tratamiento experimental mediante el uso de modelos animales
guimicamente modificados a través de la administracion del acido 3 nitropropiénico y

su posterior tratamiento con ARN de interferencia (ARNI).



CAPITULO I

1.1 JUSTIFICACION

La investigacion 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 expresion del gen de la Huntingtina (HTT), la remodelacion de la
cromatina e inhibe la traduccion en la secuencia de poli-glutamina (polyQ) en la region
N-terminal de la proteina huntingtina de manera especifica (Abdulrahman, 2011).

Para realizar esta clase de estudios se utiliza modelos experimentales para imitar
qguimicamente o genéticamente algunos aspectos esenciales de esta patologia
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 seria elevado para
ejecutarlo; razon por lo cual en el presente estudio se utilizaran ratones quimicamente
modificados (Landles et. alt,2004).

La investigacion se centrara en la observacion de la evolucion de los modelos
animales experimentales quimicamente modificados tratados con ARN de interferencia
(ARNiI) y en la electroforesis de la proteina acida glial fibrilar (GFAP) en tejido
cerebral de modelos animales quimicamente modificados. Esta proteina indica

neurodegeneracion e hipertrofia en los astrocitos (J. Middeldorp, 2011).



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Huntington es un desorden neurodegenerativo provocado por una
extension del segmento de ADN que contiene un trinucledtido polimérfico que codifica
la proteina de la huntingtina (Htt), responsable de los sintomas de esta patologia. Las
investigaciones sobre esta enfermedad actualmente se centran en los tratamientos
experimentales con el objetivo de convertirse en un tratamiento efectivo para esta
patologia (Schulte et. alt, 2011).

El ARN de interferencia (ARNI) tiene un uso potencial para los tratamientos de esta
patologia; en varios estudios se afirma que inhibe la expresion de la proteina huntingtina

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

El ARN de interferencia (ARNi) busca determinar su potencial terapeutico
genético o quimico y se realiza en varios modelos experimentales principalmente en
ratones (Mus musculus) modificados genéticamente ya que se pueden investigar
mecanismos patolégicos de la enfermedad, la produccion de la proteina de la
huntingtina o posibles efectos terapéuticos del ARNi (Rational Design of Therapeutic
siRNAs: et. alt, 2011).

En varios paisescomo en Estados Unidos, Japon, entre otros se ha estudiado las
enfermedades neurodegenerativas a nivel experimental. En el 2013 la Escuela de
Bioanalisis-PUCE estd desarrollando el proyecto de investigacion J13130
“Identificacion 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

investigacion:

¢Cual es el potencial terapéutico del ARN de interferencia (ARNI) de forma
indirecta en la enfermedad de Huntingtonen modelos experimentales inducidos con

acido Nitropropionico (3NP)?



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

-Determinar el potencial terapéutico del ARN de interferencia en modelos

experimentales quimicamente inducidos en la enfermedad de Huntington.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar la dosis de Acido Nitropropionico (3-NP) para obtener un dafio
quimico significativo en los cerebros de los modelos experimentales semejante al dafio

producido por la Enfermedad de Huntington (HD).

- Establecer el nivel de restablecimiento de la capacidad motriz de los modelos
quimicamente inducidos tratados con ARN de interferencia (ARNi) en la enfermedad de
Huntington (HD).

- Diferenciar cuantitativamente la proteina &cida glial fibrilar (GFAP) en los
modelos experimentales tratados con Acido Nitropropionico (3-NP) y ARN de
interferencia (ARNI).

1.4 HIPOTESIS

El ARN de interferencia tiene un efecto terapéutico en la Enfermedad de Huntington
al aumentar el peso, detener el dafio de los astrocitos, mejorar la coordinacién matriz y
permitir la sobrevivencia de los modelos experimentales quimicamente modificados con
un desorden neuroldgico y disminuir los niveles tisulares de la proteina &cida glial
fibrilar (GFAP).



CAPITULO I
MARCO TEORICO 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 afios, lo
que nos permite llegar a conocer varios aspectos genéticos y moleculares de las
alteraciones caracteristicas de esta patologia. 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 andlisis en el ARNi es: “Alto contenido de
sustancias quimicas y pantallas de ARNi para los supresores de neurotoxicidad en los
modelos de la enfermedad de Huntington” permitiendo obtener dados sobre el estado
fisioldgico de los astrocitos en
los modelos experimentales y la cuantificacion de las morfologias complejas facilitando

laidentificacion 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 dafio celular y promover la supervivencia celular con el ARNi logrando una
disminucion de Huntingtina pero su desventaja fue que provocaron una induccion toxica

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

El desarrollo de modelos experimentales que asemejen los signos y sintomas de esta
patologia fueron tratados en el estudio de “Perfiles de expresion de los modelos de la
enfermedad de Huntington” sugiere que el factor neurotr6fico derivado del cerebro
juega un papel importante en la degeneracion estrial enfocandose en la modificacion
quimica de los ratones a través del Acido Nitropropionico (3NP) para comprobar que el
quimico asemeje la fisiopatologia de la enfermedad y establecer las dosis especificas de
este reactivo. Los analisis se centraron en la observacién de las capacidades motrices de
los ratones y el analisis del dafio tisular a través de placas histologicas (Andrew D, et.
alt, 2007).



Los estudios realizados actualmente sobre el ARNi se centran en el desarrollo de
terapias de proteccion neuronal en modelos experimentales para retrasar el inicio y la
progresion de la enfermedad de Huntington. El anélisis de estos estudios se realiza por
Western Blot (Abdulrahman, et. alt, 2011).

En América Latina, también, se han realizado estudios enfocados en silenciar la
proteina Huntingtina como en México sobre Aplicaciones terapéuticas in vivo del ARNi
en ratones transgénicos para la produccion de la proteina Huntingtina y de las
caracteristicas fenotipicas de esta patologia al wusar el reactivo 3-NP
(acidonitropropionico) que interacciona con el ARNi para observar el potencial
terapéutico del mismo y cuantificar la proteina Huntingtina por Western Blot
(Nakamura Lopez,et. alt 2009).

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

interferencia y sobre los ensayos en modelos experimentales quimicamente

modificados.
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2.2 Enfermedad de Huntington

2.2.1 Generalidades

La enfermedad de Huntington es considerada una neurodegeneracién autosémica
dominante. EXxisten tres etapas de acuerdo a la gravedad de esta patologia: temprana,
media y tarde (Flint Beal et. alt, 2004).

La enfermedad de Huntington al presentarse generalmente en adultos de mediana
edad con sintomas de disminucién motora y cognitiva tiene una muerte aproximada de
15 a 20 afios después del inicio de la enfermedad. Esta patologia esta caracterizada por
la degeneracion selectiva de las neuronas espinosas medias en el ndcleo caudado vy el
putamen. Se caracteriza por ser una enfermedad con sintomas progresivos y la
degeneracion paulatina del sistema nervioso provocando incapacidades fisicas y
psiquicas (Curtis, et. alt, 2003).

Las personas que heredan esta patologia 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 patologia, el trastorno cognitivo
se considera un sindrome subcortical ya que carece de caracteristicas clinicas como
afasia, amnesia, agnosia o asociados con la demencia. Los deterioros cognitivos que se
evidencias en esta patologia son las habilidades ejecutivas como la organizacion,
regulacién y percepcién. Este grupo de habilidades afectan principalmente el
rendimiento de areas cognitivas como la velocidad, razonamiento, planificacion, juicio,
toma de decisiones, control de impulsos, control de temperamento, percepcion,

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

La etapa temprana esta caracterizada por la neurodegeneracion estrial y la fase
final se caracteriza por el adelgazamiento cortical. Las etapas juveniles se pueden
presentar desde los dos afios y las etapas tardias o seniles se pueden presentar de los
setenta a los ochenta afios, aunque existen varias etapas de esta patologia la duracion de
la enfermedad no cambia, suele ser siempre de 10 a 15 afios. Los sintomas son dificiles
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 patologia se presenta una reduccion del cuerpo
estriado, corteza cerebral, hipocampo y el tdlamo. Se presentan sintomas como
movimientos mas lentos, posturas anormales, dificultad en la relajacion de los
musculos, movimientos involuntarios de larga duracion 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 atencion
(Garcia 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 patologia pero se siguen desarrollando varios
tratamientos para controlar los sintomas y dar una mejora en su vida diaria. La
prevalencia es mas 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
neurodegeneracion caracteristica en la enfermedad de Huntington pero se han descrito

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

Esta patologia se origina por mutaciones ya que existe un aumento del nimero de
repeticiones del triplete CAG que codifica el aminoacido glutamina. Estas repeticiones
se encuentran en genes que codifican factores de transcripcion. EI gen que se afecta en
esta patologia es el (IT15) ubicado en el cromosoma 4 y que codifica la proteina
huntingtina. La proteina huntingtina no tiene una funcion conocida pero se la relaciona
con el desarrollo embrionario, la hematopoyesis y la neurogénesis. Esta proteina
presenta 35 residuos de glutamina en el extremo N terminal en estado normal, cuando

esta proteina muta presenta 38 o mas 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 proteinas mal
plegadas en el citoplasma y en el nicleo entre ellas se incluyen los componentes del
sistema de ubiquitina-proteosoma, chaperonas, proteinas sinapticas y factores de

transcripcion.

La Huntingtina es una proteina multidominio de 348-kDa, tiene una glutamina
polimérfica que en su extremo amino terminal que es rico en prolina. La polyQ induce a
cambios de formacion en la proteina formando agregados intracelulares. La funcion
especifica de la Huntingtina no esta descrita en la actualidad ya que tiene poca
homologia de secuencia con otras proteinas conocidas. Esta localizada en varios
compartimientos sub-celulares como el nucleo, cuerpo celular, dendritas y terminales
nerviosas de la neurona. También puede estar relacionada con organelos celulares como
el aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y la mitocondria. Se ha relacionado a la
Huntingtina con la interaccion directa con  tubulina, incluyéndola en la funcion del
transporte de vesiculas, anclaje del citoesqueleto, endocitosis, transporte neuronal y
sefializacion postsinaptica. La proteina de la huntingtina se expresa en forma amplia y
se encuentra niveles altos en los testiculos y el cerebro. En el cerebro los principales
sitios de expresion son el neocdrtex, el cerebelo, el cuerpo estriado y el hipocampo. La
proteina de Huntington también se asocia con muchas proteinas que regulan el
transporte intracelular o la endocitosis como la proteina huntingtina asociada 1 (HAP1),
proteina interactuante con la huntingtina 1 y 14 (HIP1 y HIP14), HIP1-proteina
relacionada (HIP1R), proteina quinasa C y la caseina quinasa sustrato en las neuronas-1
(PACSIN1) (Landles et. alt, 2004).
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Figura N°1: La huntingtina produce varias modificaciones y defectos
intracelulares al formar agregados citoplasmaticos. Altera el transporte vesicular, la
homeostasis y aumenta la susceptibilidad de muerte neuronal (Borrell-Pages, et. alt,
2006).

La repeticion 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 replicacion del ADN, esto provoca la formacion de proteinas 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 region codificante, lo que da como
resultado una poliglutamina dentro del gen de la huntingtina, esto provoca la formacion
de agregados que se pueden considerar toxicos. Al ser una patologia hereditaria se
puede ver sintomas en edades tempranas en los hijos en comparacion con los padres y a
través de las generaciones la enfermedad aumenta. La edad promedio de pacientes que
desarrollan la enfermedad es de 38 afios, aunque existe un grupo minoritario que
presenta sintomas de movimiento involuntario de las extremidades, rigidez o deterioro

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

La repeticion de aminoacidos, la presencia de poliglutaminas cerca del amino
terminal de la proteina huntingtina contribuyen a la patogénesis de la enfermedad. Se
presenta una disfuncién de la transcripcién y problemas de plegamiento de proteinas. La
longitud de las repeticiones de los aminoacidos es inversamente proporcional a la edad
de la aparicion de la enfermedad como en la etapa juvenil que presenta mas de 60

repeticiones de aminoacidos (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 area
responsable de los movimientos motores llamada putamen. La muerte neuronal se
distribuye anatémicamente en el nicleo caudado, el putamen, en las capas I, IV y VI
de la corteza cerebral (McBride, et. alt, 2008).

2.2.3 Signos y sintomas

Los sintomas aparecen con mas frecuencia entre las edades de 35 a 50 afios de edad
caracterizados por movimientos anormales e involuntarios que afectan mayormente a
los miembros inferiores, movimientos voluntarios afectados por falta de coordinacién
retraso en el inicio de los movimientos y un deterioro progresivo e irreversible de las
funciones cognitivas. Existen algunos sintomas conductuales como irritabilidad,
compulsiones, alucinaciones, deterioro de memoria, disminucion de las funciones
(Strand, et. alt, 2007).

Otros sintomas son las alteraciones motoras incluyendo movimientos involuntarios
como distonia, corea, inquietud motora y los movimientos voluntarios como la
bradicinesia, falta de coordinacion, retraso de los movimientos, deterioro de la

modulacion, entre otros (Kumar, et. alt, 2010).
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Los pacientes que presentan esta patologia tienen varios cambios caracteristicos
como la pérdida de peso que puede ser provocado por el bloqueo de la enzima succinato
deshidrogenasa en el Ciclo de Krebs. Existe una relacion directamente proporcional
entre el grado de atrofia estriatal y la gravedad de las anomalias motoras y psiquiatricas.
La pérdida de peso estd determinada por factores primarios y secundarios. Los factores
primarios son los relacionados con la disfuncion neuronal y la neurodegeneracion y los
factores secundarios que contribuyen a la pérdida de peso como la medicacién

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

Las alteraciones en esta patologia son: la excitotoxicidad, alteraciones del
metabolismo energético que causa dafio oxidativo y eliminacion de la proteina
huntingtina que provoca agregacion y dafio metabdlico. La neurodegeneracion de esta
patologia puede ser selectiva ya que produce una atrofia inicialmente en el cuerpo
estriado, nucleo caudado y putamen, lo que produce la dilatacion de los ventriculos
laterales. Esta atrofia es proporcional a la gravedad de los sintomas e implica la
activacion de la apoptosis y la gliosis parcial (Mochel, et. alt, 2012).

Existe una lesion celular ya que existe una disminucion del metabolismo energético,
alteraciones en el funcionamiento mitocondrial, estrés oxidativo y neurotoxicidad.
También existe una disminucion de los niveles de acido aminobutirico (GABA) y su
enzima de la sintesis de glutamato descarboxilasa (GAD), la acetilcolina (ACh) y su
enzima de sintesis transferasa colina-acetil (CAT) y algunos péptidos localizados en las

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

Los cambios mas significativos en el cerebro en la enfermedad de Huntington son
la neurodegeneracion, microgliosis y astrocitosis. Otros sintomas de esta patologia
incluyen peérdida de peso, cambios hormonales de apetito, alteraciones en la
homeostasis de la glucosa, trastornos en el equilibrio de la energia y un ritmo circadiano

interrumpido (Huang, et. alt,2011).

El dafio neuronal incluye pérdida de neuronas espinosas de tamafio medio que
proyectan sustancia nigra (SN) y al globo palido (GP). La caracteristica neuropatologica
mas importante es la muerte de neuronas GABAérgicas espinosas. Otros dafios se

encuentran en las neuronas piramidales de las capas Ill, V, VI de la corteza. En cada
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etapa de esta patologia el dafio neuronal es progresivo, se extiende a varias regiones
cerebrales como el globo pélido, el nicleo subtalamico (NST) y en la etapa tardia existe
degeneracion del talamo, la sustancia nigra (SN), el hipocampo, la médula espinal, entre
otros. La degeneracion del estriado produce el aumento de movimientos involuntarios
de cabeza, cara, cuello, extremidades, movimientos lentos y rigidez. Otras éareas
afectadas con la degeneracion son: la corteza y produce déficit en la memoria,
habilidades de realizar tareas, la corteza pre-frontal que esta 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 tamafio de
la expansion 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
tamafo medio y son escasas en el globo palido, el cerebelo, sustancia neigra, nacleo
subtaldmico y el hipocampo. Las inclusiones estan localizadas en la superficie del
nacleo. El tamafio de las lesiones en el cuerpo estriatal puede definir el patron de
locomocion, es decir que lesiones mas pequefias se relacionan con hiperactividad y
lesiones mas grandes se relacionan con hipo-actividad. La perdida de neuronas se

relaciona con la reduccion 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 dafios se evidencian en el
caudado, putamen y deficiencias en algunas enzimas involucradas en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y de la cadena transportadora de electrones, también se incluye
una reduccion en la actividad de la aconitasa y de los complejos 11, 111 'y 1V. El déficit
del complejo Il se caracteriza por la disminucion de la oxidacion de los sustratos
dependientes del FADH, como el succinato y en la oxidacion normal de los
dependientes de NADH como el malato. El bloqueo del complejo 111 altera la oxidacién
de ambos. Los déficits enzimaticos que afectan a la cadena respiratoria afectan al
metabolismo celular. Al limitar el ciclo del acido citrico y la oxidacion del piruvato, que
pasa a ser metabolizado a lactato se reduce la produccion de ATP (Huang, et. alt,2011).

17



El estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial estan conectados en la enfermedad
de Huntington, y esto causa un circulo vicioso de déficit de energia que termina en la
neurodegeneracion. El 6xido nitrico (NO) es pate de la patogénesis de la enfermedad de
Huntington ya que junto a su metabolito toxico el peroxinitrito causa dafio en la
integridad de la membrana mitocondrial, produce disfuncion mitocondrial, rotura en el

ADN, peroxidacion de lipidos y nitrosilacion de proteinas (Sandhir, et. alt, 2012).

La inflamacion en el cerebro es una caracteristica 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
microglia, macr6fagos y monocitos se activan en la etapa temprana de esta patologia. Al
progresar la enfermedad se liberan los mediadores neurotroficos como el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrofico derivado glial de la linea celular
(GDNF), factores neurotroficos ciliar (CNTF) y factor beta transformador de
crecimiento (TGF-B) que realizan fagocitosis en lesiones. Otros mediadores
neurotdxicos en la neurodegeneracion son: factor necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interluquina (IL), oxido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE-2) y perdxido de
hidrogeno (H,O;). La activacién de estos mediadores es parte de la activacion de la

inflamacion microglial (Strand et. alt,2007).
2.2.4 Diagnostico

El diagnostico de la enfermedad de Huntington depende de tres criterios: la historia
familiar del paciente, la alteracion motora progresiva y los trastornos psiquiatricos con
demencia progresiva sin otras causas (Lim, et. alt,2010).

2.2.5 Tratamientos paliativos
Las terapias paliativas para esta patologia buscan identificar marcadores bioldgicos
para monitorear la progresion de la enfermedad, los marcadores pueden ser genémicos o

protedmicos (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 dafio en la corea, no se presentan
interferencias en la vida del paciente, pero si se encuentra en una etapa tardia los

sintomas afectarian las actividades cotidianas del paciente como caminar, escribir o
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alimentarse, por estas razones se comienza el tratamiento de la patologia. Los
tratamientos actuales para los sintomas de esta patologia se centran en los sintomas
como insomnio, depresion, agitacion, agresividad, desnutricion, corea, entre otros
(Boudreau, et. alt,2011).

Los pacientes en la actualidad se estan tratando con el farmaco Tetrabencina que
ayuda a reducir la corea y esta aprobado por la Food and Drug Administration of
Estados Unidos (FDA). Esta droga actia como un transportador vesicular de
monoamina inhibidor (VMAT), es decir que permite la deteccion metabdlica temprana
de la degradacion de las monoaminas, especialmente la dopamina, La dopamina es
transportada en vesiculas sinapticas 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 (Diaz Hernandez, et. alt,
2003).

Estas terapias permiten retrasar la progresion de los sintomas de la enfermedad, en
la actualidad, estas se estan 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 formacidn de agregados de poliglutamina,

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

Las terapias farmacoldgicas experimentales son excitotoxicas que actian en el

blogueo de la NMDA e inhiben las caspasas. Ejemplos de estos farmacos son:

Riluzole: Agente antagonista del glutamato, actda sobre los canales de sodio
limitando la liberacion del glutamato. El uso en modelos experimentales
muestra la reduccion de tamafio en la lesion estriatal y mejorar los
movimientos coreicos

- Coenzima Q10: Transportador de electrones del Complejo Il al 11l 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 6xido nitrico

sintetasa (Inos)
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- Creatina: Estabilizador de la permeabilidad de los poros de transicion de la
membrana mitocondrial. Su uso en modelos experimentales redujo la atrofia
cerebral, la formacién de inclusiones intranucleares y la N- acetilaspartato en

el estriado.

Los tratamientos actuales para esta patologia se centran en terapias de reemplazo y
restauracion de los transmisores GABAenergéticos, en la terapia neuroprotectora 'y en
la disminucion de los niveles sinépticos del neurotransmisor glutamato ya que inhibe los
canales de sodio e impide la entrada de calcio (Ca®*) en la neurona presinaptica.(Jordan,
2003).

2.3 Modelos animales experimentales quimicamente modificados

Los modelos animales experimentales que reproducen los sintomas de la
enfermedad de Huntington se pueden generar a través de la induccion de quimicos.
(Zheng, et. alt, 2010).

Los modelos experimentales como los ratones dan una vision de los procesos
fisiopatolégicos de la enfermedad que se estudia, pero se debe tener en cuenta que no es
un equivalente ya que los modelos experimentales estan sujetos a variables como el

peso, alimentacion, las sustancias quimicas inyectadas entre otras. (Cong, et. alt, 2012)

Los modelos experimentales de la enfermedad de Huntington permiten recrear el
estrés oxidativo. La funcién mitocondrial, alteraciones en el transporte axonal y en la
transmision sinaptica. 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 mas sensibles a los neurotoxicos
(Mochelet. alt, 2012).

Se evidencia en el tejido neuronal una proteolisis especifica. La muerte de los
modelos experimentales se da a la aberracion en el desarrollo del cerebro y en la
neurodegeneracion. Las proteinas relacionadas en el dafio oxidativo son la enolasa
neuronal especifica, aconitasa, proteina de choque térmico y la creatina quinasa. Los
procesos relacionados con la neurodegeneracion son la glicosilacion, la nitracion de la

célula, la atrofia muscular bulbar (SBMA) y ataxia (Hipp, et. alt, 2012).
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La especie de ratones mas utilizada en los laboratorios de investigacion es el Mus
musculus, ya que relinen varias caracteristicas de crianza y de manipulacion genética
como: tamafio apropiado para la crianza y manipulacion, breve periodo de gestacion de
19 a 21 dias con alto nimero de crias, duracion de vida de tres afios aproximadamente
que permite el andlisis de la enfermedad en un periodo corto y tienen un genoma muy

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

Los modelos experimentales quimicamente inducidos pueden dividirse en
excitotdxicos directos y excitotdxicos indirectos. Los modelos excitotdxicos directos se
refieren a los modelos que son tratados con glutamato o sus agonistas como el acido
glutdmico en altas concentraciones tanto sea mediante inyeccién intraestriatal como
sistémica. El &cido glutdmico o glutamato es un aminoacido esencial perteneciente al
grupo de los aminodcidos acidos y es un neurotransmisor excitatorio y estimula
selectiva de receptores ionotropicos y receptoeres metabotropicos. La utilizacién de
estos quimicos en los modelos experimentales permite que el tejido neuronal reciba
gran cantidad de aportacion glutamatérgica de las neuronas aferentes cortico-estriatales
provocando una lesién celular y pueden reproducir algunas caracteristicas como
hiperquinesia, déficit en las capacidades motoras y déficit en el aprendizaje. Este tipo de
modelos excitotdxicos fueron los primeros en utilizarse en los afios de los setenta. Tiene
varias limitaciones como no poder reproducir los sintomas progresivos de esta
enfermedad y no poder reproducir las inclusiones intranucleares en el tejido neuronal.
Entre los quimicos que se utilizan en los modelos excitotoxicos indirectos que se
utilizan en los modelos experimentales se encuentran el &cido quinolinico y el kainato
(Tdnez, et. alt, 2010).

Los modelos excitotoxicos indirectos no se producen por la inyeccion de compuestos
agonistas del glutamato sino por la administracion de toxinas mitocondriales. Estas
toxinas producen aumento en la formacién de lactato, una deplecién en la cantidad de
ATP vy degeneracion neuronal especifica de las neuronas a causa de la disrupcion del
metabolismo energético de la mitocondria. Con estos modelos se pueden reproducir
algunos sintomas progresivos motores de la enfermedad de Huntington. Tiene algunas
limitaciones como no reproducir los agregados proteicos ya que carecen de la proteina

mutada responsable de su formacién. Entre los quimicos que se utilizan en los modelos
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excitotdxicos indirectos pueden ser el malonato, Mn,- MPP, aminooxiacetato, rotetona,

3- acetil piridina y el acido 3 nitropropidnico (3-NP) (Brouillet, et. alt, 1998).

Los resultados conductuales que provoca la administracion de acido Nitropropionico
(3 NP), a modelos animales experimentales se encuentra dividido en tres etapas:
- 1. Somnolencia
- 2. Marcha descoordinada con movimientos caracteristicos y movimientos de
balanceo.

- 3. Posicion decubito lateral y ventral

Al administrar esta neurotoxina de forma sistémica también pueden presentar una
disminucion en la actividad motora seguido por episodios de hiperactividad y
movimientos anormales como temblores, meneo en la cabeza, vueltas descontroladas,
rigidez y elevacion de la cola. Si la administracion del &cido nitropropiénico (3-NP) se
realiza de forma sistémica, por ejemplo cada 4 dias durante un mes, el modelo
experimental presenta durante las dos primeras semanas un patrén hipercinético seguida

por un patron hipocinética durante las dos Gltimas semanas (Brambrink, et. alt, 2000).

Los modelos animales experimentales muestran varias caracteristicas de la
enfermedad como movimientos involuntarios que progresan a la rigidez y distonia. El
deterioro de la memoria es producto de la disminucion de la enzima acetilcolinesterasa
en el cuerpo estriado y la corteza, estas areas son responsables de controlar todo el
movimiento del cuerpo. También presenta toxicidad cardiaca, caracterizada por una
inflamacion difusa de cardiomiocitos, contraccion coagulativa multifocal y necrosis de
banda. En una exposicién crénica del acido nitropropiénico (3-NP) se puede presentar
consecuencias como trombosis auricular, mineralizacion cardiaca, pérdida de células,
hinchazén de cardiomiocitos y necrosis. Otros resultados que se pueden evidenciar en
los modelos animales experimentales son: lesiones de los ganglios basales con una
inicial disminucion de la actividad motora, episodios ocasionales de hiperactividad y
movimientos anormales como temblor, meneo de la cabeza, vueltas, rigidez y elevacion
de la cola. Se evidencia un patron hipercinético temprano durante las dos primeras
semanas que es seguido por un patron hipocinético durante las ultimas 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 disminucion del
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metabolismo de la energia después de la administracion del acido 3-nitropropionico
(Tkac, et. alt, 2012).

2.3.1 Caracteristicas Acido- 3 nitropropionico

El Acido 3- Nitropropiénico (3 NP) es una toxina fungica que reproduce los
sintomas de la enfermedad de Huntington en modelos animales experimentales. Es un
inhibidor irreversible de succinato deshidrogenasa (SDH), que inhibe el ciclo del acido
tricarboxilico y los complejos mitocondriales 11 y 1ll 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 oxidacion de succinato a fumarato en el ciclo del
acido tricarboxilico. (Misiak, et. alt, 2010).

Esta toxina es sintetizada por los hongos Aspergillus flavus, Astragalo, Arthrinium
y plantas como Indigofera endecapylla. El origen del descubrimiento de los efectos del
acido Nitropropiénico (3NP) ocurrié en China al hallar casos de envenenamiento en
seres humanos por consumo de cafia de azUcar ya que un grupo de nifios ingirié azlcar
de cafia infectada con el hongo Arthrinium cuyo metabolismo produce acido
Nitropropidnico (3-NP), este les produjo una muerte celular en el caudado y el putamen
y una astenia severa. También fue conocido como un agente toxico causante de la

encefalopatia aguda en ganado y seres humanos durante los afios 1950-1960.

El acido Nitropropidnico (3-NP) cruza la barrera hematoencefalica, esto muestra
que la administracion de este quimico debe realizarse en forma sistémica para que se
produzca una degeneracion 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 dias, no se
puede reproducir la patologia en los modelos experimentales ya que se produce una
deplecion total de neuronas en el area central de la inyeccion estriatal y solo existe dafio
en el centro de la lesion y el resto del tejido se encuentra normal. Para reproducir la
enfermedad de Huntington se debe administrar de forma cronica en un periodo de un
mes aproximadamente en dosis bajas de 10 — 12 mg/kg, ya que se podra reproducir los
movimientos hipoquinéticos, el déficit de memoria, déficit de atencidén y algunos
sintomas 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 disminucion

en la actividad citrocromooxidasa (Fuentes Bello, et. alt, 2013).
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El dafio en el tejido neuronal en los modelos experimentales con &cido
Nitropropidnico (3-NP) esta sujeto a varios factores del procedimiento como el tipo de

administracion del quimico, aguda o cronica, la concentracion del quimico, entre otros.

La administracion sistémica del &cido Nitropropionico (3-NP) causa degeneracion
selectiva del tejido neuronal. Las limitaciones del acido Nitropropidnico (3—NP) son la
variacion de los movimientos anormales que presentan los modelos experimentales ya
gue no se asemejan mucho a los experimentados por los pacientes con la enfermedad de
Huntington ya que la organizacion 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 limitacion es la falta de lesiones
estriales ya que se producen en la mayoria de los casos en forma extraestrial, en
estructuras como el hipocampo, el tdlamo o la sustancia negra. Estos resultados
muestran que el acido nitropropiénico (3 NP) reproduce mas las caracteristicas de la

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

2.3.2 Acido- 3 nitropropidnico en relacion con dafio celular

La neurodegeneracion es selectiva ya que provoca una atrofia mas acusada en el
cuerpo estriado, exactamente en el nucleo, caudado y putamen, provocando que exista
dilatacion en los ventriculos laterales. La macro-autofagia es un mecanismo de la célula
que permite que los organelos y las proteinas puedan sobrevivir en una privacion de
nutrientes. Otros mecanismos relacionados con la muerte neuronal son la
neuroinflamacion y la degeneracion axonal. El tejido neuronal presenta concentraciones
de hierro relativamente elevado, por lo tanto en el estrés oxidativo o en la reduccion del
pH intracelular se produce un aumento de hierro libre debido a la oxidacion y
transferencia desde la ferritina y de enzimas dependientes de hierro. Esto se relaciona
con los complejos mitocondriales I, 11 y Il ya que se observa una reduccién 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 inhibicidén gabérgica en la parte externa del
globo palido produciendo la desinhibicion del talamo sobre la corteza motora.
(Rodriguez, et. alt, 2010).
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La muerte neuronal es resultado de la excitotoxicidad ya que existe una sobre-
activacion de receptores de aminoécidos excitadores como el glutamato y sus analogos
como los receptores glutamatérgicos ionotropicos de tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), provocando una reaccién téxica por la alta permeabilidad a los iones Ca*. La
sobre-activacion de los receptores NMDA incrementa las concentraciones intracelulares
de Ca?* y provoca la activacién de enzimas proteoliticas calcio dependientes que
ocasionan disfunciéon mitocondrial, alteracion del metabolismo energético, formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN). En esta
patologia se presenta un aumento de deleciones del ADN mitocondrial en los I6bulos
temporal y frontal de la corteza y un aumento en la concentracion del
8hidroxideoxiguanosina que es un marcador de la lesion oxidativa del ADN en la
corteza frontal y en el caudado. Los antioxidantes principales enddgenos que actdan en
el cerebro son las enzimas superdxido dismutasas y el sistema glutation, las enzimas
superoxido degradan el O, y generan H,0,. La peroxidasa del glutation es una enzima
dependiente del selenio y glutation reducida, esta cataliza la transformacion de H,O; en
agua. La glutation se oxida al regenerar la vitamina C oxidada en la regeneracion de la
vitamina E. La glutatién reductasa regenera la glutation reducida. Los antioxidantes
enddgenos inhiben la apoptosis neuronal, y la disminucién de este proceso que esta

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

Las ventajas del uso del acido Nitropropionico (3-NP) son; la reproduccién de la
muerte celular inducida por esta neurotoxina, permite el estudio de las alteraciones
mitocondriales y el estudio de los mecanismos de dafio celular como la formacién de
proteasas, astrogliosis, entre otros. El uso de esta neurotoxina permite ver el potencial

de la respuesta terapéutica a varios farmacos (Rodriguez, et. alt, 2010).

2.3.3 Acido- 3 nitropropi6nico en relacion con dafio metabélico

El dafio comienza través del proceso irreversible de bloquear el succinato de la
enzima deshidrogenasa (SDH), disminuye los niveles de ATP vy acelera la apoptosis
neuronal. Esta sustancia fungica induce el estrés oxidativo, la neuroinflamacion y la
excitotoxicidad que son caracteristicas en la enfermedad de Huntington. EIl proceso del
dafio celular comienza por el alto consumo de oxigeno (O;) para generar el ATP faltante

gue necesita el tejido neuronal para mantener su funcionamiento. También existe
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alteracion en la funcion mitocondrial, la fosforilacion oxidativa y la glucolisis. El
aumento de una proteasa de Ca,, la calpaina provoca también la muerte celular. Este
quimico que actta como inhibidor cronico e irreversible de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa del complejo respiratorio Il del ciclo de Krebs, localizada en
la membrana interna de la mitocondria y responsable de la oxidaciéon de succinato a
fumarato. La energia 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 produccién de
ATP a partir de ADP y fosfato inorganico. La disrupcion de la actividad mitocondrial
estd asociada a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como radicales
superoxido, radicales hidroxilo y peroxidos de hidrégeno que dafian la membrana
celular y el ADN. Las especies reactivas del oxigeno (ERO), son moléculas generadas
principalmente en la mitocondria durante el transporte de electrones en la cadena de
fosforilacion oxidativa, que antes de convertir el oxigeno en agua, originan los radicales
superoxido (Oy), hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrogeno (H.0,). La produccion de
radicales libres es responsable del consumo del 2% del oxigeno usado en la respiracion.
Las especies reactivas del oxigeno (ERO) pueden generar reacciones en cadena con
proteinas, lipidos de membrana, acidos nucleicos y alterar su funcion. Las alteraciones
que se producen se denominan estrés oxidativo. Aunque el estrés oxidativo es parte del
metabolismo aerdbico normal y forma especies de oxigeno (ROS), puede haber una
oxidacion de los residuos derivados de cadenas laterales de aminoacidos (Klivenyi, et.
alt, 2000).

El &cido Nitropropionico (3-NP) no puede reproducir la liberacion de glutamato en
el cuerpo estriado. EI mecanismo de accion de esta toxina implica la inhibicién del
complejo Il (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
oxidacion de succinato a fumarato. Al ser esta enzima bloqueada de forma irreversible
por el &cido Nitropropionico (3 NP), los niveles de ATP disminuye y se observan

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

El acido 3 nitropropionico (3-NP) inhibe: el succinato deshidrogenasa (SDH), el
ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) y el complejo mitocondrial 11 y 111 de la cadena de

transporte de electrones.
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Los mecanismos directamente afectados por la administracion del 4acido
Nitropropidnico (3 NP) son: la reduccion 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®* y todo esto desencadena en la muerte celular
neuronal. El &cido 3 nitropropidnico en general provoca la pérdida de ATP, por la
inhibicion de los complejos mitocondriales, causando la disminucion de la energia en
las regiones cerebrales y alterando el almacenamiento de memoria en las diferentes
partes del cerebro, especialmente en el hipocampo. La neurotoxicidad del &cido
nitropropionico (3-NP), se atribuye principalmente a la produccion de especies reactivas
oxidativas (ROS) durante la falta de ATP. Otros efectos del &cido nitropropiénico (3-
NP) son los efectos cardiotoxicos ya que existe inhibicion del succinato deshidrogenasa
en las mitocondrias del corazon. Los dafios producidos en el cerebro y el corazén son
ocasionados porque los dos érganos tienen una dependencia de la funcion mitocondrial
y el metabolismo oxidativo para la produccion de ATP, estos procesos estan alterados
por la administracién de esta neurotoxina (Lan, et. alt, 2005).

2.4 ARN de interferencia

El silenciamiento de los genes realizado por el ARNi se demostrd por primera
ocasion en 1998 por Andrew Fire. EI ARNi es un proceso biolégico que se esta
probando como una terapia potencial ya que podria bloquear o “silenciar” la expresion
de un gen. Los estudios realizados para probar esta terapia se lo estd realizando en
modelos experimentales como ratones que mostraron un funcionamiento de
coordinacion motora mejorada y una mayor supervivencia. Se clasifica en dos
categorias, segun a los genes que silencian. La primera categoria incluye al ARNi que
silencian genes que causan dafio al organismo, pueden ser genes virales, mutados o
resultantes de translocaciones cromosomicas. Estos ARNiI tienen una aplicacion
terapéutica. La segunda categoria incluye al ARNi que silencia genes enddgenos que
indican su funcionamiento en el organismo (Nakamura Lépez, et. alt, 2009).

El ARNi media la resistencia de acidos nucleicos patdgenos y la regulacion de la
expresion de genes. Al ser un mecanismo bioldgico presente en seres vivos, puede ser
utilizado como un nuevo tratamiento especifico para la inhibicion de la expresion de
genes que provocan enfermedades. Los mecanismos de accion del ARNi son la

remodelacion de la cromatina, inhibicion y degradacion del ARN mitocondrial
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especifico 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 pequefia interferencia
(siARNS) en forma constante y es controlado por un promotor del tejido especifico que
se va a tratar. Los promotores generan una secuencia para el ARN polimerasa Ill, que
genera ARNSs pequefios y despega en la secuencia de ADN al encontrar una cola de
poliT. El tratamiento potencial para la enfermedad de Huntington podria ser la
supresion de la produccién de la proteina ampliado en las regiones afectadas del cerebro
a traveés de la interferencia de ARN (ARNi) (DiFiglia, et. alt, 2007).

2.4.1 Potencial Terapéutico

La funcion del ARNi se produce de forma natural en las células ya que es un
mecanismo de regulacion postranscripcional mediada por ARNi enddgeno. La
aplicacion 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 raton, la falta de funcionamiento de
estas partes es un indicador del deterioro neurologico del modelo experimental (Harper,
et. alt, 2005).

El potencial terapéutico del ARNI radica en proporcionar un mecanismo de defensa
celular para disminuir diferentes elementos patdgenos. Se utiliza ARN artificiales
aplicados de forma ex6gena. El alcance terapéutico del silenciamiento de la expresion
se ha demostrado en modelos experimentales animales como el ratén que fue tratado
con tetraciclina para que se exprese el gen de huntingtina, este gen provoco que se
expresaran los sintomas caracteristicos de la enfermedad como las inclusiones
neuronales que muestran la neuropatia de esta patologia y movimientos motores
anormales. El tratamiento con ARNi permitiria la eliminacion de la proteina huntingtina
dentro de las neuronas. Otra opcion es inducir la enfermedad de Huntington a través de

farmacos (Nakamura Lopez, et. alt, 2009).

El mecanismo del ARNi se basa en bloquear o “silenciar” selectivamente el alelo
que contiene la repeticion de los trinucledtidos CAG expandida y exactamente en el
exon del gen de Huntingtina ya que en un paciente con esta patologia tiene un alelo
normal y un alelo mutante causante de la enfermedad. EI ARNi podria discriminar los
cambios de un solo polimorfismo nucle6tido (SNP) y asi acoplarse correctamente en el

alelo de la enfermedad, reducir la expresion a través de la union de las isoformas del
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polimorfismo del nucledtido. Esto nos daria 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 determinacion de los métodos adecuados para la aplicacion en tejidos especificos. Las
terapias basadas en ARNi dependen de multiples factores como la proteccion del
mismo, una transfeccion eficaz y eficiente al evitar efectos toxicos (Boudreau, et. alt,
2011).

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

proconvertina.

La Invivofectamina es un lipido de origen animal libre basada en un reactivo de
transfeccion de ARNI, es ideal para la inyeccion 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
coagulacion. 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 caracteristicas de este factor son la especificidad, estabilidad, no es téxico o

imnunogénico.(Technology, et, alt 2010)

2.4.2 Aplicacion a la terapia genética

El ARNi produce la disminucion o la detencion de la enfermedad produciendo
efectos secundarios. Ayuda a mejorar las anomalias patologicas 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 Proteina &cida glialfibrilar (GFAP)

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) es una proteina de 51-kD que se expresa en
astrocitos y células epindimarias normales, reactivas y neoplasicas.

Es una proteina de filamentos intermedios y es un componente importante del
citoesqueleto. Permite la integridad celular, la resistencia y es la proteina principal de
filamentos intermedios en los astrocitos maduros a mas de ser un componente
importante del citoesqueleto en astrocitos durante el desarrollo. Esta proteina es la
principal en el cerebro adulto y es caracteristica en los astrocitos maduros. Tiene ocho
diferentes isoformas. EI marcador de célula glial fibrilar &cida glial proteica (GFAP)
indica la muerte celular neuronal. Se encuentra disminuida por la toxicidad del acido
Nitropropionico (3-NP). También existe una inmunoreactividad, aumento de células
apoptdpicas, induccion de liberacion de citocromos c, activacion de la apoptosis y
elevacion de lactato deshidrogenasa (LDH) (Middeldorp et. alt, 2011).

2.5.1 Caracteristicas

Esta proteina estd involucrada en las funciones de los astrocitos, que son
importantes en la regeneracion, plasticidad sinéptica y gliosis reactiva. Es un marcador
de astrocitos que esta presente en el dafio cerebral o durante la degeneracién del sistema
nervioso central. Fue descubierta en el cerebro de los pacientes con esclerosis multiple
(EM). Se clasifica como una proteina tipo 11 del sistema nervioso central (Mamber, et.
alt, 2012).

Esta proteina se expresa por la induccién de varios factores como la lesion cerebral
y la enfermedad. La expresion inicial de esta proteina en el cerebro en desarrollo se
inicia en la glia radial, células bipolares en la zona ventricular. Los dafios que se puedan
presenciar en el sistema nervioso central como dafios mecanicos activan la expresion de
la proteina acida glial fibrilar (GFAP) y formacion de una cicatriz glial. La mayor
expresion de la proteina acida glial fibrilar (GFAP) se da por la hipertrofia celular de los
astrocitos en respuesta a la neurodegeneracion, isquemia o trauma causada por
patologias del sistema nervioso central como la enfermedad de Huntington (Mamber, et.
alt, 2012).
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2.5.2 Funcion

La funcién de esta proteina es la resistencia mecanica y el mantenimiento de la
forma de las células. Otras funciones ademas son: induccion y la regulacion de la
barrera hematoencefalica, proteccion de las neuronas contra los excesos de
neurotransmisores, promover la plasticidad sindptica, formacion de sinapsis,
coordinacion de la actividad neuronal a través de la comunicacion directa con neuronas,

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

Plasma membrane
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Glutamate transporter

Synaptic plasticity Glutamate transport + glutamine synthesis
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Blood Brain Barrier Myelination Injury/Protection

Figura N°2: Revision de los procesos celulares en el cerebro, en el que la
proteina acida fibrilar glial (GFAP) desempefia una funcién. (Middeldorp et. alt, 2011)
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2.5.3 Interaccidn con astrocitos y neuronas

Las células gliales microglia y astrocitos tienen un papel doble en la patogénesis El
aumento de la expresion de la proteina acida fibrilar glial en el cuerpo estriado se da por
la neurotoxicidad del acido nitropropionico (3-NP).

El &cido nitropropionico (3-NP) afecta a los astrocitos al aumentar la expresion de
la proteina acida fibrilar glial (GFAP). Esta neurotoxina tiene un uso farmacolégico en
los modelos animales experimentales ya que reproduce el fenotipo de la degeneracién

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

2.6 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida

La electroforesis fue definida por primera vez en 1907 por Michaelis como un
fenémeno por el cual una molécula con carga neta se desplaza en respuesta a la
aplicacion de un campo eléctrico que depende de factores como: la intensidad del
campo, la carga neta, tamafio y forma de las moléculas, fuerza ionica, 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 afios esta técnica
fue perfeccionada por varios investigadores como Davis y Ornstein.

Es considerada una técnica analitica simple, rdpida y muy sensible para la
separacién y el estudio de moléculas cargadas como son las proteinas. También se
puede conocer caracteristicas acido basico, peso molecular, punto isoeléctrico y nimero

de cadenas polipeptidicas de las proteinas (Garcia; et. alt., 2000).

Los geles de poliacrilamida tienen una buena resolucion ya que tienen varias
ventajas como ser quimicamente inertes, estables en un rango de pH, temperatura y
fuerza ionica y facil de realizar con la polimerizacion de la acrilamida. La versatilidad
de este gel se centra en que se puede preparar una amplia variedad de los tamafios de
poros, esto permite que las proteinas de diferentes tamafios puedan migrar. EIl gel se
pone entre dos receptaculos independientes y separados que contienen un tampén de
electroforesis y los electrodos positivo y negativo. Al terminar la electroforesis el gel se

puede tefiir, documentar o purificar la molécula al cortar el fragmento del gel. La
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deteccion 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 reaccion de polimerizacion en los geles de poliacrilamida se genera mediante la
polimerizacion a través de los radicales libre de los mondémeros de acrilamida en
presencia de pequefias cantidades de bisacrilamida al formar enlaces cruzados con los
polimeros de acrilamida generando geles con un tamafio de poro directamente
proporcional a la concentracion de acrilamida. La relacion de acrilamida y bisacrilamida
es generalmente de 37,5 a 1. La reaccion de polimerizacién se inicia por el sistema
redox de catalisis ya que el TEMED cataliza la formacion de radicales libres que dirige

la reaccion a partir del persulfato de amonio que actia como iniciador.
Existen dos sistemas de electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida:

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

tampon en los tanques y en el gel.

- El sistema discontinuo que consta de dos geles: un gel concentrador con un
tamafio de poro no restrictivo y un gel separador. Se utiliza diferentes tampones con

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

Los geles pueden ser de varios tamafios segun la distancia de separaciéon 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 (Garcia; et. alt, 2000).

2.6.2 Cuantificacion de Proteina acida glialfibrilar (GFAP)

Los protocolos para el anélisis de las proteinas deben evitar la degradacion y
desfosforilacion de las mismas ya que los resultados saldrian alterados, Otros elementos
que deben evitarse en las muestras son los lipidos ya que reducen la solubilidad de las
proteinas por la formacion de complejos, por esto se utiliza el tween o el dodecil sulfato
de sodio (SDS). Las proteinas tienen en su contenido mayormente albuminas,
inmunoglobulinas, inhibidores de la proteasa serina, proteinas del citoesqueleto, entre
otras. El valor diagndstico potencial de algunas proteinas se encuentran representado en
niveles bajos 10 -1000 fmol/ml (Cultex, 2009).

33



CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO

El tipo de estudio de ésta investigacion es experimental descriptiva y de ensayo de
laboratorio ya que el investigador eligio a los modelos experimentales quimicamente
modificados, ratones, como factor de estudio. Se le considera inter-sujeto ya que se
estudiard a cada modelo experimental quimicamente 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 POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRA

La poblacién 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 mamiferos de sangre caliente y de pequefios tamafios
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 Gtil de 10 a 12 meses Son susceptibles
a cambios de temperatura entre 2 a 3 °C deben estar libre de toda evidencia de
enfermedades infecciosas 0 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 inclusion

- Modelos experimentales que sean inyectados correctamente con el quimico 3
NP (Acido 3- Nitropropi6nico).

- Modelos experimentales que acepten la inyeccion del quimico 3 NP (Acido 3-

Nitropropidnico) y no mueran inmediatamente.

- Modelos experimentales que reproduzcan los sintomas de la enfermedad de
Huntington y presenten dafio cerebral.

3.2.2 Criterios de exclusién

- Modelos experimentales no inyectados correctamente.

- Modelos experimentales que no presenten cambios en el desarrollo del

experimento.

- Modelos experimentales que mueran inmediatamente después de la inyeccién

con 3 NP (Acido 3- Nitropropidnico).
3.3 METODOLOGIA DEL ESTUDIO

1. En la primera etapa de la investigacion se realizo la adaptacion y procedimientos
de cuidado de los modelos animales experimentales desde su adquisicion hasta
Ssu uso.

2. La segunda etapa de investigacion se realizo la aplicacion y la administracion
del quimico 3-NP (Acido nitropropionico) en los modelos animales
experimentales en el periodo de un mes de forma sistematica.

3. Latercera etapa consistio en la preparacion del ARNI.

4. La cuarta etapa comienza con la inyeccion de ARNi a los modelos animales
experimentales quimicamente modificados.

5. La quinta etapa consistio en la perfusion de los modelos animales
experimentales y la extraccion del cerebro una semana después de terminar las
inyecciones de los quimicos.

6. La sexta etapa de la investigacion se trato del analisis de los cerebros a través de
la técnica de electroforesis de proteinas.

7. La séptima etapa fue el analisis de los datos por medio de los andlisis
estadisticos como: la T de Student para establecer una relacién de dependencia
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entre los valores de los pesos de los modelos experimentales. EI ANOVA para
establecer a través de una regresion simple relacionar los valores de los pesos de
los modelos animales experimentales en los diferentes dias y el Chi cuadrado
para demostrar la relacion de independencia entre las variables del acido
Nitropropionico (3-NP) y el ARN de interferencia (ARNI).

3.4 TAMANO DE MUESTRA

Se realizé el estudio de todos los modelos experimentales, ratones de especie Mus
musculus que sean inoculados con Acido Nitropropidnico (3-NP) obtenidas del
proyecto de investigacion J13130 " Identificacion del potencial terapéutico del ARN de
interferencia en la enfermedad de Huntington mediante modelos animales

experimentales” de la Escuela de Bioanalisis en el afio 2013”

Datos n="aw-1
Z%pq

N 20 Tamafo conocido de la poblacion

z 1.96 | Nivel de confianza (>95%)

e 0.05 | Porcentaje de error

p 0.5 | Variable positiva

q 0.5 | Variable negativa

20 18.59
n= n-= n-= . n
14 (0.052)%(30-1)

(1.962)%(0.5)+(0.5)

= 19 modelos experimentales

Se utiliza un muestreo no probabilistico ya que se toma las muestras de una
investigacion, no se realizara una generalizacién de datos y se elegira cuidadosamente y
en forma controlada los casos segun los criterios de inclusién y exclusion La
estimacion de la confiabilidad de los datos de la investigacion se lo realiza a través del
método alfa de Cronbach con un coeficiente de 0,7 y se correlaciona los valores

estadisticos obtenidos.
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3.5 EQUIPOS Y MATERIALES

REACTIVOS
DETALLE MARCA
Acido 3-Nitropropidnico (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 ImL INVITROGEN
Anastesia (Ketamina y Xilocina) VADEMECUM
Ultra PureTEMED
(N,N,N",N"-tetramethylethylenediamine) LIFE TECHNOLOGIES
Ammonium Persulfate Molecular Biology PROMEGA
Grade
Tris Base Molecular Biology Grade PROMEGA
Acrylamide Molecular Biology Grade PROMEGA
Bisacrilamida Molecular Biology Grade PROMEGA
Agarosa PROMEGA
Etanol Absoluo | e
EQUIPOS
DETALLE MARCA MODELO
JUEGO DE 4 PIPETAS LABNET BIOPETTE A
(0.5-10uL, 2-20pL, 20-200uL, 100-1000uL)
Plato Caliente Y Agitacion Magnética Digital CORNING Pc-420d

Rango De Temperatura:5° - 550°C
Rango De Velocidad:60 - 1150 Rpm

Vortex Mixer, 3.400 Rpm. LABNET | = ---m--
Rango De Velocidad : 0 - 3.400 Rpm
Modos De Funcionamiento:Continuo O Touch
Dimensiones:14 X 16 X 13 Cm

Mini centrifuga Con 2 Rotores, 6000 Rpm LABNET | Spectrafuge Mini
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Cabina de bioseguridad Bio2A
Cabina clase Il tipo A2
Dimensiones:1380x795x1450mm

BIOAIR Topsafe 1.2

Enduro Electrophoresis System Vertical Gel

Electrophoresis

SYSTEM |  —rmme-

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
Guardian Rojo, 1.4L.itros. HEATHROW

Jaulas para ratones

Kit de Diseccién

Jeringuillas de 5 mly 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 experimentacion cientifica
para pruebas de laboratorio con el objetivo de generacién de datos. Por esta razon se
debe proveer condiciones ambientales y de manejo 6ptimo para asegurar la salud y la
comodidad de los mismos. Las condiciones que se deben cumplir para un adecuado

manejo estan descritas en el Anexo 4.6.14.
3.6.2Aplicacion y administracion del quimico 3-NP (AcidoNitropropidnico)

El quimico acido Nitropropionico (3-NP) esta listo para su uso. La administracion
del reactivo se realiz6 en dosis bajas, 12 mg/kg, mediante tres inyecciones que se
realiz6 en el transcurso de quince dias para evidenciar un dafio selectivo del cerebro y se
evita un dafio diseminado. El procedimiento esta descrito en el Anexo 4.6.15 (Puneet,
et,alt 2010).

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

experimental como se demuestra en las siguientes tablas:

Tabla N° 1: 1° Inoculacién con Acido 3 Nitropropidnico

Ratones inoculados con Acido 3 Nitropropidnico
Peso Comida: 20.81 gramos
Fecha 1° Inoculacién | N° de Raton | 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 N° 2: 2° Inoculacién con Acido 3 Nitropropidnico

Ratones inoculados con Acido 3 Nitropropionico
Peso Comida: 20.81 gramos
Fecha 2°Inoculacion | N° de Ratén | 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 N° 3: 3° Inoculacion con Acido 3 Nitropropidnico

Ratones inoculados con Acido 3 Nitropropiénico
Peso Comida: 20.81 gramos

Fecha 3° Inoculacion | N° de Ratén | 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 | meeeemeem | e
16/07/2013 5 0.02156 264
15/07/2013 I e R
16/07/2013 7 0.02270 276
15/07/2013 I T
15/07/2013 S e ettt
15/07/2013 10 | —memmemem | e
---- . Ratones que murieron en antes de la tercera dosis
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3.6.3 Perfusion de modelos animales experimentales y extraccion de cerebro

Los modelos animales experimentales son anestesiados con una combinacion de
xilocina y ketamina segun el peso de cada raton. La combinacion de anestésicos de
ketamina y xilocina induce a los modelos animales experimentales a un efecto sedante y
relajante, se aplica a través de la via intraperitoneal. El procedimiento esta descrito en el
Anexo 4.6.16 (Lan, et, alt 2005).

3.6.4 Preparacion del ARN de interferencia (ARNI) en Invivofectamina

La combinacion del Factor VII siRNA resuspendido en Invivofectamina permite

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

La cantidad de sustancia madre de siRNA (ARN de interferencia) fue de 2000 ul.
Los célculos se indican en el Anexo 4.6.17.Los volimenes de las soluciones para la
inyeccion de ARN de interferencia son las siguientes:

Tabla N° 4: VVolumen de soluciones de ARNi

Volumen
N° Concentracion | Ambion® | Volumen Volumen | Volumen
Ratones | ARNi SiRNA Buffer Final Invivofectamina
FVII complexién | ul ul
ul 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 Inyeccion con ARN de interferencia a los modelos animales quimicamente

modificados

Para la aplicacion en los modelos animales experimentales se realizo una inyeccion
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 realizd una dosis y después de un mes se realiz6 la perfusion del modelo animal

experimental.

Tabla N° 5: Inoculacion con Acido 3- Nitropropionico y ARN de interferencia

Fecha N° Ratones | Inoculado | Concentracion 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: preparacion del sistema de electroblotting,
ensamble del sistema de electroblotting, seleccion del Gel, preparacion del gel,
preparacion de la proteina para la carga del gel, carga de las proteinas y funcionamiento

del gel, descritas en el Anexo 4.6.18
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3.7 ASPECTOS ETICOS

Los Principios Eticos Internacionales para la Investigacion Biomédica con Animales
establecidos por la CIOMS (Council for International Organizations of Medical

Sciences) establece varios principios éticos entre ellos estan:

- Realizar los experimentos con animales después de estudiar su importancia

para la salud humana y animal y que implique un avance del conocimiento biol6gico

- Usar el minimo ndmero requerido para obtener resultados que tengan una

significancia cientifica valida

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

seres sensibles y darles un cuidado adecuado.

- No realizar procedimientos quirdrgicos en animales no anestesiados o

paralizados con agentes quimicos

- Realizar eutanasia a animales que puedan sufrir dolor cronico 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 mas importantes son el uso de métodos alternativos
(3R’s), es decir reemplazo, reduccion y refinamiento. Este principio se basa en buscar

técnicas que sean alternativas de experimentacion con animales vivos.

Los métodos de reduccion son los que obtienen niveles comparables de
informacion con el uso de pocos animales en las investigaciones cientificas. Los
métodos de reemplazo se centran en la sustitucién de especies por otras en menor
estado de desarrollo segun una escala filogenética por ejemplo usar invertebrados en vez
de mamiferos. 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 investigacion se dividio en dos grupos de modelos animales experimentales: el
primer grupo fue inoculado con acido 3- Nitropropidnico (3-NP). El segundo grupo fue

inoculado con &cido 3- Nitropropionico 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 N° 19, que incluye identificacion del modelo
experimental, nimero de dosis, descripcién de los movimientos y caracteristicas de cada

uno Yy sus respectivas observaciones.

El primer grupo de modelos animales experimentales presentaron una respuesta al
quimico acido 3 Nitropropionico con un 10% alto, 20% medio, moderado y alto y un
30% bajo.

Respuesta
al Quimico
3 NP

W Bajo
HLeve
Omoderado
B nedio
Oato

GréaficoN°l: Respuesta de modelos experimentales al 3-NP

La caracteristica de pérdida de movilidad en los modelos animales experimentales
con 3 -NP indican que en la 1° dosis existe una pérdida leve del 70%, en la segunda
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dosis una pérdida moderada del 50% Yy en la 3° dosis indica que el 50% de los modelos
experimentales no resistieron la tercera dosis de este quimico y que el 20% restante tuvo
una pérdida alta de movilidad.

1° Dosis 3
MNP

W sin pérdida
E Pérdida Leve

GraficoN°2: Pérdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en
1° dosis
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2° Dosis 3 NP

W Pérdida Leve
[ Pérdida Moderada
O pérdida atta

GraficoN°3: Pérdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en
2° dosis

3° Dosis 3 NP

B nuerto

EPérdida Leve

O rérdida Moderada
W Perdida ata

GréficoN°4: Pérdida de movilidad de modelos experimentales con 3-NP en
3° dosis
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La caracteristica de rigidez muscular en la cola en los modelos animales
experimentales con 3 -NP indican que en la 1° dosis existe una pérdida leve del 90%, en
la segunda dosis una pérdida leve del 70% y en la 3° dosis indica que el 50% de los
modelos experimentales no resistieron la tercera dosis de este quimico y que el 30%

restante tuvo una pérdida leve.

1° Dosis 3
MNP

M sin pérdida
E Pérdida Leve

GraficoN°5: Rigidez muscular en la cola en modelos experimentales con 3-
NP en 1° dosis
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2° Dosis 3 MP

M Sin pérdida
[ Pérdida Leve
O Pérdida Moderada

GraficoN%6: Rigidez muscular en la cola en modelos experimentales con 3-
NP en 2° dosis

3°Dosis 3 NP

W hiverto

EPérdida Leve

I Pérdica Moderada
W Pérdida alta

GraficoN°7: Rigidez muscular en la cola en modelos experimentales con 3-
NP en 3° dosis
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La caracteristica de temblores y espasmos en los modelos animales experimentales
con 3 -NP indican que en la 1° dosis no existe temblores con un 100%, en la segunda
dosis una presencia moderada del 50% y en la 3° dosis indica que el 50% de los
modelos experimentales no resistieron la tercera dosis de este quimico y que el 30%
restante tuvo una presencia alta.

17 Dosis 3
MNP

M sin pérdida

100,00%
10

GréaficoN°8: Temblores- Espasmos en modelos experimentales con 3-NP en
1° dosis
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2° Dosis 3 NP

W Sin pérdida
E Pérdida Leve
Crérdida Moderada

GraficoN°9: Temblores- Espasmos en modelos experimentales con 3-NP en
2° dosis

3° Dosis 3 NP

W uerto
[H Pérdida Moderada
CPérdica alta

GréaficoN°10: Temblores- Espasmos en modelos experimentales con 3-NP en
3° dosis
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La caracteristica de reduccion de ingesta de agua y alimento en los modelos
animales experimentales con 3 -NP indican que en la 1° dosis no existe pérdida con un
60%, en la segunda dosis una pérdida leve del 80% y en la 3° dosis indica que el 50% de

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

restante tuvo una pérdida alta.

1% Dosis 3
MP
M sin pérdida
E Pérdida Leve

GréaficoN°11: Reduccion de Ingesta de agua y alimentos en modelos
experimentales con 3-NP en 1° dosis
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2° Dosis 3 NP

W Pérdida Leve
B Pérdica Maderada

GréaficoN°12: Reduccion de Ingesta de agua y alimentos en modelos
experimentales con 3-NP en 2° dosis

3°Dosis 3
MNP

W ruerto

H Sin pérdida
O Pérdida Leve
W Pérdicla atta

GraficoN°13: Reduccion de Ingesta de agua y alimentos en modelos
experimentales con 3-NP en 3° dosis
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La medicion del peso corporal de los modelos animales experimentales se registrd
en el primer y Gltimo dia de la inoculacién con acido 3- Nitropropidnico. (3-NP)
(Meenakshi, et, alt, 2011).

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

animales experimentales como se indica en la siguiente tabla:

Tabla N° 6: Cambio porcentual de pesos corporales de ratones inoculados con 3NP

Ratones inoculados con Acido 3 Nitropropidnico
Formula: Peso corporal: WX 100
N° de | Peso (kg) | Peso (kg) Porcentaje
Raton 1° Dia 15° Dia Pérdida de peso
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%
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Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales
quimicamente inducidos con &cido 3- Nitropropionico en el primer dia de la

investigacion indican una distribucion normal.

Peso (kg) 1° Dia

En Mean = 0,023755
Std. Dev. = 0,002990
N=10

Frequency

7 N

0
0013000 0020000 0022000 0024000 0026000 0023000 0030000

Peso (kg) 1° Dia

GréaficoN°14: Peso (Kg) de modelos experimentales con 3-NP en el 1° dia

Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales

quimicamente inducidos con acido 3- Nitropropionico en el 15° dia de la investigacion

indican una distribucién normal.
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Porcentaje Pérdida de Peso

En Mean = 6,00%
Std. Dev. = 4,376%
N=10

Frequency

| | K""“"‘"—-I———
,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00%
Porcentaje Pérdida de Peso

GréaficoN°15: Peso (Kg) de modelos experimentales con 3-NP en el 15° dia

La variable delporcentaje de pérdida de peso de los modelos experimentales con
acido 3- Nitropropionico (3-NP) sigue una distribucion asimétrica, existe una variacién

de los datos hacia la izquierda.
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Porcentaje Pérdida de Peso

En Mean = 6,00%
Std. Dev. = 4,876%
N=10
2-
—
(4]
=
@
3 /"—_"\\
o
a
|
2 / \

k"“‘---_,‘________

T I T
00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00%

Porcentaje Pérdida de Peso

GréaficoN°16: 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 correlacion es de 0.995 lo que nos indican que existe dependencia
de variables entre el peso del 1° dia y del 15° dia en los modelos animales
experimentales quimicamente modificados con acido 3- Nitropropionico, es decir que

existe relacion entre los dos pesos.

Tabla N°7: T de Student

Paired Samples Correlations

N Corr S
elation ig.
Peso (kg) 1° Dia & 1 ,
| (kg) 905
air 1 Peso (kg) 15° Dia 0 000
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En el andlisis de regresion simple para determinar si se relaciona la pérdida de
peso entre el 1° dia y el 15° dia se obtuvo una significancia de p= 0,000 indicando que si
existe relacion entre estos dos pesos

Tabla N°8: ANOVA

ANOVA?
Model Sum of df Mean F S
Squares Square ig.

Regr 211,67 ) 105,8 3 ,0
ession 2 36 18,223 00°

Resi

2,328 7 ,333
dual
214,00
Total 0 9

a. Dependent Variable: Porcentaje Pérdida de Peso

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

Normal P-P Plot of Regression Standardized Residual

Expected Cum Prob

Dependent Variable: Porcentaje Pérdida de Peso
1.0

0,57

0,67

0,44

0,25

00
0o

02

04

T
0,6

0g

Observed Cum Prob

GréaficoN°17: Andlisis Regresion Lineal: Pérdida de Pesos
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El segundo grupo de modelos animales experimentales modificados quimicamente

con &cido 3- Nitropropionico y tratados con ARNi presentaron una respuesta al

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

Fespuesta al
Tratamiento
con ARMi

M sin Respuesta
E Bajo

OLeve

W Moderado
Cmedio

B ato

GréaficoN°18: Respuesta al tratamiento con ARNi en modelos animales
experimentales quimicamente modificados.
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La caracteristica de aumento de movilidad en los modelos animales experimentales
quimicamente modificados tratados con ARNi indica que existe una recuperacion leve,

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

dosis del quimico.

Tercera Semana

W vuerto

H Pérdida Leve

O rérdida Moderada
W Pérdida atta

GraficoN°19: Aumento de movilidad en modelos animales experimentales
quimicamente modificados tratados con ARNIi.

60



Las caracteristicas de disminucion de rigidez en la cola y disminucion de temblores
en los modelos animales experimentales quimicamente modificados tratados con ARNi
indican que existe una recuperacion leve del 30%, y un 20% de recuperacion moderada

Tercera Semana

W muerto

B sin pérdica
CPérdida Leve

W Pérdida Moderada

GraficoN°20: Disminucién de Temblores — Rigidez en la cola en modelos
animales experimentales quimicamente modificados tratados con ARNi.
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Las caracteristicas de aumento de ingesta de alimento y agua en los modelos animales
experimentales quimicamente modificados tratados con ARNi indican que existe una

recuperacion leve del 30%, y un 20% de recuperacion moderada.

Tercera Semana

W muerto

B sin pérdica
CPérdida Leve

W Pérdida Moderada

GraficoN°21: Aumento de ingesta de agua - alimentos en modelos animales
experimentales quimicamente modificados tratados con ARNi.
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En la segunda fase de la investigacion se realizd la inoculacion de los modelos
animales experimentales con 3-NP y con ARNI, de igual forma se realizo el registro de
las caracteristicas de los modelos experimentales inoculados con 3-NP y ARNi que se
describe en el anexo 4.6.20. También se realiz6 la medicion del peso corporal de los

modelos animales experimentales en el primer y Gltimo dia de la inoculacion.

Se evidencié un cambio porcentual de ganancia de peso corporal de los modelos

animales experimentales como se indica en la siguiente tabla:

Tabla N° 9: Cambio porcentual de pesos corporales de ratones inoculados con

3NP + ARNI
Ratones inoculados con 3-NP + ARNi
Formula: Pesocorporal: WX 100
N° de | Peso (kg) | Peso (kg) Porcentaje
Raton | 1°Dia 15° Dia Ganancia
de peso

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

quimicamente inducidos con &cido 3- Nitropropionico y tratados con ARNi en el primer

dia de la investigacion indican una distribucién normal.

Frequency

Peso (kg) 1* Dia

5

4' o

72—

1

0,000000 0,010000 0,020000 0,030000
Peso (kg) 1° Dia

0,040000

Mean = 0 026766
Stel. Dev. = 0,009689
M=10

GraficoN°22: Pesos (Kg) 1° dia de modelos animales experimentales
guimicamente modificados tratados con ARNIi.
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Los resultados de los pesos obtenidos de los modelos animales experimentales
guimicamente inducidos con &cido 3- Nitropropionico tratados con ARNi en el 15° dia

de la investigacion indican una distribucién normal.

Peso (kg) 15° Dia

Mean = 0,029106
Stel. Dev. = 0,010622
M=10

Frequency

__4,/

o
0,000000 0,0 0000 0,020000 0,030000
Peso (kg) 15° Dia

0,040000

GraficoN°23: Pesos (Kg) 15° dia de modelos animales experimentales
quimicamente 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 distribucion asimétrica, existe una variacion

de los datos hacia la izquierda.

Porcentaje Ganancia de Peso

2,07

Frequency

0,57

oo

T I
-5,00% 00%

Porcentaje Ganancia de Peso

I
5,00% 10,00%

15,00%

Mean =7 40%
Stel. Dev. = 4 789%
M=10

GréaficoN°24: Ganancia de peso en modelos animales experimentales
guimicamente modificados tratados con ARNi.

El analisis con la R de Cronbach en el primer grupo de modelos animales

experimentales modificados quimicamente con acido 3- Nitropropiénico nos da un

resultado de 0,841

Tabla N°10: R de Cronbach

Cronbach's Cronbach's Alpha
Alpha Based on N of Items
Standardized Items
841 ,843 12
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El andlisis con la R de Cronbach en el segundo grupo de modelos animales
experimentales modificados quimicamente con acido 3- Nitropropidnico y tratados con

ARNI nos da un resultado de 0,687, es decir que el experimento es confiable.

Tabla N°11: R de Cronbach

Cronbach's Cronbach's Alpha
Alpha Based on N of Items

Standardized 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 region
de aceptacion de la hipétesis nula, esto nos indican que existe independencia de
variables, es decir que no existe relacion entre respuesta a Quimico 3NP-ARNIi.

Tabla N° 12: Chi cuadrado

Chi-Square Tests

\% df Asymp.
alue Sig. (2-sided)
Pearson Chi- 1 2
a ,602
Square 7,778 0
o ) 1 2
Likelihood Ratio ,590
7,959 0
Linear-by-Linear 4
o 1 ,038
Association 312
1
N of Valid Cases 0

a. 30 cells (100, 0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is, 10.
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En el analisis de regresion simple para determinar si se relaciona la ganancia de
peso entre el 1° dia y el 15° dia se obtuvo una significancia de p= 0,000 indicando que si
existe relacion entre estos dos pesos.

Tabla N° 13: ANOVA

ANOVA?
Model Sum of df Mean F S
Squares Square ig.
Regr 201,99 ) 100,9 1 ,0
ession 8 99 60,600 00°
Resi
4,402 7 ,629
dual
206,40
Total 9
0
a. Dependent Variable: Porcentaje Ganancia de Peso
b. Predictors: (Constant), Peso (kg) 15° Dia, Peso (kg) 1° Dia
Normal P-P Plot of Regression Standardized Residual
Dependent Variable: Porcentaje Ganancia de Peso
10
0,51
L
2
Q@ e
E
=1
o
- o]
3
& 04 o
o
ke
LI (o}
0,29
o]
0.0 T T T T
00 02 04 06 08 10

Observed Cum Prob

GréaficoN°25: Andlisis Regresion 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 coloracion de Nitrato de Plata (AgNOs) ya que no se
obtuvo bandas. La ausencia de bandas se visualiza en la Fotografia N° 39.

La proteina &cida glial fibrilar (GFAP) no se pudo visualizar en el gel de
poliacrilamida ya que las muestras estaban degradadas por su mal preservacion ya que
en el proceso de fijacion en parafina el tiempo de fijacion pudo influir para que haya un
entrecruzamiento de las proteinas y no haya bandas en el gel de poliacrilamida. Otra
razon podria ser que el formaldehido usado en este proceso se oxidd a acido férmico

generando un medio acido, provocando la degradacion de las muestras.
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4.2 DISCUSION

La enfermedad de Huntington es una patologia neurodegenerativa que no tiene un
tratamiento efectivo en la actualidad. Por esta razon, varias investigaciones se centran
en encontrar tratamientos experimentales efectivos para esta enfermedad. La terapia que
se investigo en este trabajo fue el ARN de interferencia (ARNi) ya que se ha afirmado
en varios estudios que inhibe la expresion de la proteina huntingtina y evita la
degeneracion de las neuronas como por ejemplo el realizado en lowa, Estados Unidos
en el afio 2008.

Los estudios realizados en afios recientes sobre este tratamiento experimental han
tenido varios enfoques como el estado fisiologico de los astrocitos en modelos
experimentales en la enfermedad de Huntington, la eficacia del tratamiento en modelos
animales experimentales y la cuantificacidén de genes involucrados en la enfermedad de
Huntington, entre otros enfoques. Todos los estudios realizados muestran que adn faltan
mas investigaciones sobre las terapias experimentales para el tratamiento de la

enfermedad de Huntington.

Esta investigacion se realizd en modelos animales experimentales, especificamente
en ratones Mus musculus modificados quimicamente por la administracién de tres dosis
de &cido 3 Nitropropiénico (3-NP) de forma crénica en un periodo de quince dias
aproximadamente en dosis bajas de 10 — 12 mg/kg de interferencia (ARNI). Los
modelos animales experimentales reprodujeron los signos y sintomas de esta patologia a
nivel de capacidades motrices, tal y como se realizo en la investigacion realizada en
India (2010). Para probar el tratamiento con ARN de interferencia se inyecto a los
modelos animales quimicamente modificador con una dosis del mismo. La medicion
del dafio por la administracion del acido 3 Nitropropionico y la efectividad del
tratamiento del ARNIi se realizo6 a través de la observacion 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 investigacion no resistieron las tres dosis de acido 3
Nitropropionico (3-NP); que todos perdieron un porcentaje promedio de 6% de peso
demostrando que este quimico al reducir los niveles de ATP por la inhibicion de los
complejos mitocondriales y que al aumentar los niveles de lactato por un metabolismo

energético alterado provocé un efecto cardiotoxico ya que el corazon al ser dependiente
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de la funcion mitocondrial sufrié una alteracion 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 demostro en las investigaciones similares realizadas en Punjab,

India en el afio 2011 y en Japdn en el afio 2001.

Los resultados conductuales que se observaron al administrar acido 3
Nitropropionico fueron la disminucion de la actividad motora seguida por momentos de
hiperactividad y movimientos anormales como temblores, movimientos anormales de la
cabeza, rigidez, elevacion de la cola y reduccion de peso de los modelos animales
experimentales. Todos estos resultados demostraron que se pudo reproducir las
caracteristicas de esta patologia en la etapa juvenil, igualando los resultados que obtuvo

una investigacion en Corea en el afio 2012.

La investigacion realizada se correlaciond con otros estudios realizados en varios
paises como los realizados en México en el 2009, lowa en el 2008, entre otros, Yy se
proporciond nueva informacion sobre la efectividad del tratamiento experimental ARNi

en la enfermedad de Huntington.
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4.3 CONCLUSIONES

- La administracion de la dosis de acido 3-nitropropiénico (3-NP) en los
modelos experimentales se realizé de forma Optima segun el peso de cada uno y se
realizo tres dosis en el periodo de 15 dias.

- Los modelos experimentales que no cumplieron con las tres dosis del acido 3-
nitropropionico (3-NP) no se tomaron en cuenta en el analisis de las muestras ya que

interferian en la evaluacion de nuestro modelo experimental.

- La reduccidn de peso de los modelos animales quimicamente modificados con
acido 3 Nitropropiénico (3-NP) represento en promedio el 6% demostrando la
disminucion del metabolismo de ATP en los ratones por la neurotoxicidad inducida por

la inyeccion de este quimico.

- Los modelos animales experimentales quimicamente inducidos tratados con
ARN de interferencia mostraron una mejoria en sus funciones motoras y también se

demostro la ganancia de peso en un 8%.

- El uso de el acido 3- Nitropropidnico (3-NP) reprodujo las caracteristicas de la

enfermedad de Huntington en los modelos animales experimentales.

- La seleccion del gel de poliacrilamida de 12% se hizo segun el tamafio de la
proteina acida glial fibrilar (GFAP) ya que los poros del gel determinan la capacidad de

diferenciacion de las proteinas y este tamafio era el mas adecuado.

- El anélisis de las proteinas en un tejido preservado en parafina tiene una variable
vulnerabilidad ya que en tejidos post mortem la sefial de las proteinas disminuye por sus

cambios post transcripcionales.

- Los resultados del test Chi cuadrado se basan en la significancia de p <0.05,
aceptando la hipétesis alternativa, es decir que existe independencia ente las variables
de la modificacion quimica con acido 3 — Nitropropionico 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 1° dia y el 15° dia

- Las variables cualitativas son respuesta a la administracion en el primer grupo
de &cido 3- Nitropropionico y en el segundo grupo de éacido 3- Nitropropionico y
tratados con ARNIi.

- La correlacion entre las dos variables de peso del 1° y 15° dia en la
administracion del acido Nitropropidnico (3-NP) si es significativa estadisticamente ya
que existe una alta correlacion 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 &cido 3-

Nitropropionico y ARN de interferencia son independientes entre si.
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4.4 RECOMENDACIONES

- El uso de animales de laboratorio y sus actividades debe incluir: una razén para
involucrar a los animales, la idoneidad de las especies, el nimero de los animales, una
descripcion de los procedimientos para asegurar el minimo dolor o disconformidad de
los animales en el desarrollo de la investigacion y sedacidn, analgesia y anestesia

adecuada.

- Los investigadores deben evaluar el bienestar de los animales,

independientemente de su uso experimental.

- La evaluacion del dolor de los animales de laboratorio después del
procedimiento, la angustia y la salud en general es una cuestién de juicio clinico
subjetivo que depende de la evaluacion de una serie de medidas, incluyendo los factores
de comportamiento. Los métodos de eutanasia deben ser justificados por razones

cientificas 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 regulacién de los alimentos de los animales o de la ingesta de
liquidos para lograr un objetivo experimental especifico. El proceso del acceso a las
fuentes de alimentos o liquido para un animal debe programarse a intervalos regulares, o
de restriccion, en el que el volumen total de alimentos o liquidos consumidos se

controlan y regulan estrictamente.
- Se debe prestar especial atencion a garantizar que la dieta cumple con las
necesidades nutricionales de los animales, a menos que las necesidades cientificas del

protocolo de investigacion 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 cuantificacion de proteinas en tejidos y evitar la degradacion se podria
optar por trabajar con tejidos frescos o conservados en nitrogeno liquido ya que se

evitaria el uso formol u otros fijadores.
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4.6 ANEXOS

SIGMA-ALDRICH

4.6.1 Anexo N°1: Ficha de Datos de Seguridad de Acido 3-Nitropropionico

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo =l Reglamento (CE) No. 1907/2008

Versidn 5.0 Fecha de revision 11.10.2012

Fecha de impresién 24.06.2013

GEMERIC EU MSDS - MO COUNTRY SPECIFIC DATA - MO OEL DATA

IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O LA MEZCLA Y DE LA SOCIEDAD O LA EMPRESA

Identificadores del producto

Mombre del producto acido 3-Nitropropionico

Referencia : NS5SB36
Marca : Sigma
Mo. CAS o S04-EE1

Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos identificados Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
Compafiia Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 623103
USA
Telefono o +1 800-325-5532
Fax o +1800-325-5052
Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia (314) 7766555

cuando estén presentes v pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el
lavadao.

Declaracion Suplementaria del  ninguno{a)

Peligro

De acuerdo con la Directiva Europea 67/548/CEE, v sus enmiendas.

Simbolo(s) de peligrosidad é&

2.2

IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacion de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008 [UE-GHSICLP]
Toxicidad aguda, Oral (Categoria 3)

Imitacion cuténeas (Categoria 2)

Irmitacion ocular {Categoria 2)

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion Unica (Categoria 3)
Clasificacion de acuerdo con las Directivas de la UE 67/548/CEE & 1999/45/CE
Irrita los ojos, la piel v las vias respiratorias. Tdxico por ingestion.

Elementos de la etiqueta

Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008 [UE-GHS/CLP]

Pictograma

Palabra de advertencia Peligro

Indicacion(es) de peligro

H301 Toxico en caso de ingestion.

H315 Proveca imitacion cutdnea.

H319 Proveca imitacion ocular grave.

H335 Puede imitar las vias respiratorias.

Declaracion{es) de prudencia

P261 Evitar respirar &l polvo/ &l humo! &l gas! la nieblal los vapores! el asrosol.
P301 + P310 EN CASO DE INGESTION; Liamar inmediatamente a un CENTRO DE

INFORMACION TOXICOLOGICA o & un médico.
EM CASO DE CONTACTS COM LOS OJOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto

P305 + P351 + P338

Frasa{s)-R
R3IGMIATI3E Irrita los ojos, la piel v las vias respiratorias.
R25 Toxico por ingestion.
Frase({s)- 5
526 En caso de contacto con los ojos, lavenss inmediata y abundantemente
con agua y acidase a un medico.
545 En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente al médico (=i
ez posible, muésiresele la eliqueta).
2.3 Otros Peligros - ninguno{a)
3. COMPOSICIONTNFORMACION SOBRE LOS COMPOMNENTES
3.1 Sustancias
Formula CaHgMNOy
Peso molecular 119,08 gimol
3-Nitropropionic acid
MNo. CAS S04-55-1 -
MNo. CE 208-003-0
4. PRIMEROS AUXILIOS
4.1 Descripcion de los primeros auxilios
Recomendaciones generales
Consultar a un meédico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor gque este de senvicio.
Si es inhalado
Si aspind, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial.
Consultar a un meédico.
En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabon y mucha agua. Llevar al afectado en seguida a un hoespital. Consultar a un
medico.
En caso de contacto con los ojos
Lavess a fondo con agua abundants durants 15 minutos por ko menos v consulte al médico.
Si es tragado
Munca delb= adminiistrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua.
Caonsultar a un meédico.
4.2 Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
4.3 Indicacion de toda atencién médica v de los tratamientos especiales que deban dispensarse
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=in datos disponibles




BACm A S F B LIl A AT A IR R R A e

t) Propiedades sin datos disponibles

Informacidn Adicional
RTECS: UF6220000

comburentes
9.2  Otra informacion de seguridad
=in datos disponibles
10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD
10.1  Reactividad
sin datos disponibles
10.2 Estabilidad quimica
=in datos disponibles
10.3 Posibilidad de reacciones peligrosas
sin datos disponibles
10,4 Condiciones que deben evitarse
sin datos disponibles
10.5 Materiales incompatibles
Bases, Oxidantes, Agentes reductores
10,6 Productes de descomposicion peligrosos
Otros productos de descomposicion peligrosos - sin datos disponibles
11.  INFORMACIOM TOXICOLOGICA
11.1  Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda

DLS0 Oral - ratdn - 68,1 ma'kg

Observaciones: Conducta: Ataxia

Corrosion o immitacion cutaneas

sin datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves

sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea

sin datos disponibles

Mutagenicidad en células germinales

Se han observado efectos mutagénicos en experimentos de laboratonio.
Carcincgenicidad

LARC: Mo =2 identifica ningdn componente de este producto, que presente niveles mayores que o
igual a 0,1% como agente carcindgeno humano probable, posible o confirmado por la (|ARC)
Agencia Internacional de Investigaciones sobre Carcindgenos.

Toxicidad para la reproduccion
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposicion (nica
Inhalacion - Puede imitar las vias respiratorias.

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposiciones repetidas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion
sin datos disponibles

Efectos potenciales sobre la salud

Inhalacion Puede ser nocivo si se inhala. Provoca una imitacion del tracto respiratorio.
Ingestion Toxico si se ingiere.

Piel Puede ser nocivo si es absorbido por la piel. Provoca irmitaciones de la piel
Qjos Provoca irmitacion ocular grave.

12, INFORMACION ECOLOGICA
121 Toxicidad
zin datos disponibles
12.2 Persistencia y degradabilidad
sin datos disponibles
123 Potencial de bicacumulacion
=in datos disponibles
124 Movilidad en el suelo
sin datos disponibles
12,5 Resultados de la valoracion PBT y mPmB
sin datos disponibles
12,6 Odros efectos adversos
zin datos disponibles
13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
134  Métodos para el tratamiento de residuos
Producto
Ofertar el sobrante v las soluciones no-aprovechables a una comparia de verfidos acreditada. Para la
eliminacion de este producto, dirigirse a un senvicio profesional autorizado. Disolver o mezclar el
producto con un solvente combustible y quemaro en un incinerador apto para productos quimicos
provisto de pestgquemador y lavador.
Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.
14, INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE
1441 MNamero OMU
ADR/RID: 2811 IMDG: 25811 IATA: 2811
14.2 Designacidn oficial de transporte de las Naciones Unidas
ADR/RID: SOLUDO ORGAMICO TOXICO, N.E_P. (3-Nitropropionic acid)
IMDG: TOEIC SOLID, ORGANIC, N.O.S. (3-Nitropropionic acid)
IATA: Sdlido towico, organico, n.e.p. (3-Nitropropionic acid)
14,3 Clase(s) de peligro para el transporte
ADR/RID: 6.1 IMDG: 6.1 IATA: 6.1
144 Grupo embalaje
ADR/MRID: IMDG: 1l IATAZ N
14,5 Peligros para el medio ambiente
ADR/RID: no IMDG Contaminante marino: no IATA: no
146 Precauciones particulares para los usuarios
zin datos disponibles
15. INFORMACION REGLAMENTARIA
La hoja técnica de seguridad cumple con los reguisitos de la Reglamento (CE) Mo. 190772006,
154 Reglamentacidn v legislacion en materia de seguridad, salud v medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla
sin datos disponibles
162 Evaluacion de la seguridad quimica

sin datos disponibles



4.6.2 Anexo N°2: Ficha de Datos de Seguridad de GFAP

Stalning Interpretation

"Da ko Ce€

Polyclonal Rabbit

Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein
Ready-to-Use

(Link)

Code IR524

Calis labeed by the antioody dspiay cytopiasmic staining.

ﬂmammmmvmmmmmmmmz{mmmmmpmgmm Schwann cails, and enterc gia
calls. Agdiionally, myosphihelial cells of the breast (6) are lab2ied. 1 DRIN, the astrocyt=s sNow 3 Modesate (o strong staning reaction.
In coiion, mgmgmwlslnmmmammwmpmmmmmﬂememnrgmm Mo staining ts obsarvad In Diadder,
connective tsswe, Iver, lymphatic tissue, muscke, panceneas, Skin and ureter,

Abnormal fssues: All of 23 gllobiasioma mufiforme (GEM) were labeled by the antibody. In 20 of the 23 GBMs, at leasi 50% of malignant cells
were postiive for GFAR. Only 2 of 22 cases of carcinoma metasialic io the brain were labeled. This labeling was focal and Imited o less than
10% of malignant celis (3). 5% hemispherc astrocytomas of the rare granular type showed focal GFAR positivity with the aniibody (4], which
also labeled 77 pleomorphic xanthoastrocylomas (3), and anieror lobe ®llculo-siellate cells In 2020 piuRary neoplasms (7).
In medullobiastoma (ME) of the “desmoplastic varian®, the antlbody labeled 87111 cases. The labeling appeared as focal areas of GFAR-
positive cells with neoplastic: morphology. Only 4731 MBS of the "ciassic variant” showed this typa of neoplastic calls, but In ciassic ME GFAR-
positive cells wiTh the morphaiogy of reactive astrocyies were obearved In 27731 cases (8). The antibody has also been shown bo label 1538
schwannomas (38%), and 2 cases of plexiform newndbroma, while 16 cases of dermal neuroflbroma were negative (10). In varous neoplasic
and non-necplastic diseases of the breasi, e percentage of myoepiellal calls reaciive with the antibody was greatly increased as compared
o the normal breast, whike posliivity was not encountered In the malignant cells of 1E3 breast carcinomas of different fypes (5). The anilbody
did not labed meninglomas In a sbudy Including 36 pafents (11).

ENGLISH FALLEE

Intsnoed uas For In i dlagnostic use. Utilization pravu
FLEX Polycional Rabbit Ant-Glial Floriliary Acidic Proteln, Ready-io-Use (LInK), Is Intendad for use In iImmunohistochemistry together with
Autostingr Link instruments. Sial fbrllary acidic proteln (GFAP) s the principal Intermadlate flament of mature astocyies (1), and this
antbody ks Lssful for the Identification of astrocytas In the cantral narvous system {CNS) undsr nomal and pathologkeal conditions (2-4)
The clinlcal Interpretation of any stalning or s absence should be complemented by morphological shudies using proper conbnols and should be
evaluzted within the context of the patients einical history and other dlagnoste tests by 3 qualfied pathologist

Summary GF&PIsamlmlmmwﬂmmmwanmmapwmmﬂmmemlnmm and It has proved to be the Resume
and explanation most speciic marker for c2lis of astrocytic ongn. In the central rod domaln of the molecule, GFAP shares considerable struchural homialogy &t axpiication
with the cther Intermediate flaments (5). Functionally, SFAP is Mought 1o be Important In asnuqqe miatilty and shape D)' prrMﬂng stuctural
stabllity to astrocyic procssses (1) Following Injury to the human CNS causad by trauma, genetc disorders, of chemicals, astrocyies
profferate and show extenshve hyperirophy of e ozl body and plwemes and GFAP Is markedy upregulated. In confrast, MII Increasing
astrocyte mallgnancy, Mere Is 3 progressive lose of GFAP produetion. Thus, makgnant astroeyiomas have f=wer umour cells that stain

posttively and Imensaly for GFAP than do s maligrant astrocytomas ana normal brain specimens ().

Cutside the CMS, sensitive detection methods may demonstrate GRAP In Schwann calls, entenic glla o2is, sallvary gland necolasms, and
meiastasizing renal candinomas. Addfonally, GFAP Immunoreacihily has been demonstrated In epigiottic carfilage, pliulcytes, Immature
olgodandiocyiss, papillary meninglomas (1), and myoepimeial cals of e braast (5]

Refer to Dako's General Nsruclions for IMmunshisochamical Stang or the dedection system instructions of IHC procedures for: 1) Principle
of Procedure, 2) Materais Requireg, Mol Suppliec, 3) Siorage, 4) Spacimen Preparation, S) Stalning Procagure, §) Cuallty Control,
7) Troubleshooting, B) Interpretation of Staining, %) General Limitations.

Reagent providad Ready-io-use polycional rabilt antibody provided In liquid form in a buffer containing siabillzing protein and 0.015 molL sodium azde.
Immunogsn GFAP Isoiated from cow spinal cord.

Specificity The anfibody has been solld-phase absorbed with human and cow senum prbeins.
In crossed phoresls using SO L con antbody per om’ gel ar=a, no reacton with 2 pL human plasma and 2 L cow
semm s absarvad. The anibody shows one distinct precipitate (GFAP] wHh cow brain 2xiract Stalning: Cocmassie Ediiant Slue.
In Indirect ELISA, the antibody shows no reaction with human plasma and cow Sequm. IMImUnogans

Pracautions 1. For professional Users. Spacificits
2 mmmmmm azide {MaMs), a chemical highly toxic In pure form. At product concentrations, though not dassifled as
hazamous, sodum aZide Miay r2act with Iead and copper pumbing 1o form nighy explosive bulld-ups of metal ardes. Upon disposal, fush with
large volumas of water to prevent matal azide bulld-up In plumoing
3 ummmammmww proper handiing procedures shouid be Lsed.
4. Wear appropriate Personal Equipment with eyes and skin.
5. unusensummqmaneuspnseqmmmngumhmmmemglmw. Frécautions

Réactifs founis

storage Store 3 28 'T. Do Nt U ansr expivation date stamped on vial, If reagents are SMea UNDEr 3Ny condtions oimer than those speciteg, e
condiions must be verfied by the user. TREre ars 10 obyious Signs to dlcate Instabilty of this product. Thersore, positive and negative
conirois should be mn simultaneolsly wiih patient spacimeans. If unexpectad staiing s ooserved which cannot be expained by vanatians In
laboratary procedures and a prodlem with e antbody s suspested, contact Dako Technkal Suppart.

Specimen praparation The antibody c3n be usad for lEoeing formalinleed, Pararn-embeddsd T55US seclions. TISsUS SpECIMEns Should be cut Intmo sectians of
Inciuding matsrisls appromimately 4 pm.
required but not supplied  pretregtment with hestnduced epitope retieval (HIER) s raquired using Dako PT Link (Coge PTI00PT101). For oatals, pleass reter o the Conssrvation
BT Link User Guide. Opfmal results are obtalned by prefreating tissues using Enision™ FLEX Target Refrieval Scluion, High pH (50x)
{Code K3DOWKEDD4)
;. Pre-ireaiment of fomalin-flxed, parafn-embedded tissue seclions ks recommended using the 3-Hn-1 spacimen
preparston procedurs for Osko PT LINK. Follow the pre-rsstment procsoure outined In he package Insert for Envision™ FLEX
Resleval Sowtion, ngl pH [suu:] (ot KADODKEDD4). Note: Afer stalning the s=ctions must be dehydrated, clearsd and mountsd using
permanent mouring mesd Préparation des
Deparatinized sechions: Pre—h'eﬁrnerlt:ﬂdepaﬂmaed formali-feed, parafln-embedded issue sections Is recommended using Dako PT echandilons
Link ang folowing the 53me pOCEOUME 35 Cescried for paramn-embadded ssctions. After stalning the sites sNoukl be Moun‘sd usng ¥ compri le matarial
AQUBOUS OF PRIMANEt Mounting medum. requis mals non fouml
The fissue sections should nat @y out durng the eatment or during the folowing mieal stining p . For greater
0Merance of HE5US S2cons I 01aSs S105, ME use of FLEX IHC Moroecope Sikdes (Cods KED2) IS rcommenced.

Stalning procadurs. The recommended visualzation system |s Erivision™ FLEX, High pH, [LINk] (Code KS00D). The staining steps and Incubaion Imes are pre-
I alg programmed Info the Autostainer Link softwars. The racommended reagent appication wolume Is 1 x 200 pl or 2 x 150 uL per siide,
requirad but not supplled  Please refer to the proper Autostalner Lnk Uiser Guide for detalled Instructions on loading sldes and reagenis. If e profocols are not avallaole
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Pour utilisation 1075 & un diagnostic In vitro.

FLEX Polycional Rabolt Ant-Gilal Fibrilary Ackic Protain, Ready-o-Use, [LINK), est desting & une utiisation en immunohistochimis: aves les

Instruments Autostainer Link. La prowine 3cide foriaire gliale (GFAP) st i principal flament Imermediaire des astmeyies matures (1) et cet

aN1c0Ms st Ltle pour Entfication 825 ASIToCYtes dans e systéme nenveux central (SNC) dans 028 conditions nomales et pathologiques

{2-4). L'intarpratazon clinique 6 toute coloraton ou 5on bs2ncs dolt &2 compietée par des &ludes MOMpNCiogiques &n LISt des contmies
5 & 00 &7 evalues en fonction des amecedents clinigues du palent e daulres i2sts diagnostiques Dar un pathologiste qualine.

La GFAP st une proteine Mlamenteuss Inmcyioplasmique de S0KDa constiuant une paris du cylesqueiste des astrocytes. Il 3 &2 prowve
que cefts pRENE 851 I8 Mamuewr & plus speciigus des ceiuies dongine asrocylalne. Dans |e domalne central en forme de batonnst de 13
molécule, |a GFAR parage une homologle de structure consldérable avec les auires fllaments Inlemmédales (5). D'un point de vue
fonclionnel, on pense gue la GFAP est Importants dans |a modine et 1a forme des astrocytes en foumissant une staDiie sTuciurale aux
prolongements asirocytaires (1), A 13 suite d'une léslon du SHNC human provogquée par un traumatsme, des iroubies génétigues ou des
produlis chimiques, les astrocyles prollférent et présentent une hyperirophle exiensive du corps cellulaire et des prolongements. De plus, 1a
GF.o.Pratlun]etumerewmmpwmmmmanm lors d'une malignite crolssante oesasnwes.n)- pere pmgessweum
on de GFAP. Par conséquent, les asiocyiomes Ins présentent moins de cellules iumorales colorées posifvement ef Intensément a
13 GFAP que les astrocytomes mains malins e les eonarnllms d2 cerveau sak (5).
En dehors du SNT, des méthodes de détection sensibles pewvent monirer |a présence de GFAP dans les celules de Schwann, dans les

calluies gllales entériques, dans les néoplasmes des glandes sallvalres et dans les cancinomes rénaux métasiatiques. De plus, la réacvite
Immunologique de la GFAF a &té démonirée dans le carifage éplgicitique, les pitulcytes, les ollgodendrocytes Immabunas, les méni
pap 11} &t les callules my du sein [5).

Se refarer aux INSTUCIONS générales G colorAton ImMmunchistochimique de Dakn ol 3ux INSRUCtons du Systeme o2 deseclion reiEtves aux
procedures IHC pour plus dIMoAMatons cONGEMANt Ies points sulvants : 1) Princlpa de procsdure, 2) Matéreis requis mals non foums,
3) Conservation, £) Préparation des echantiions, 5)Procédurs de coloration, £) Confrdle qualne. T)Dépannage. &) imerpretation de |3
coloration, 9) Limites ganermies.

Anfcorps polycional de lapin prét & Fempiol fowml sous forme liquide dans un tampon contenant une protéine stablisante et 0,015 mollL
d'azige ge sodum.

GFAP [s0kee 3 partir de mose eginiere bovine,

L'arfiicoms 3 £b2 absorbe en phiase solide an utllisant des protéines de sémims humaln & bovin.

Dans Nmmunoéleciphorése crolsée avec 50 L danticoms concanté par om* de gel, aucuns réaction avec 2 plL de plasma humaln et 2 pL
e S4rum bovin est obeerves, Lanticomps révale un pracipite net (GFAP) aver un exirait de carveau bovin. Coioration | biew de Coomassle.
Lors dun test ELESA Indirect, 'antlcomps ne présante aucune réaction aves ke plasma humaln &t le sérum bowin.

1. Pour utllisateurs professionnels.

2. e procut content de Fazide g2 Sodum [MaM,), proout chimigus hautement insque d5ns 53 T PUFE. ALY CONCENTAIONS du produt, bien
que non classé comme dangereu, 'azide de sodum peut réagir avec le culvre & e plomid des canallsations e former des accumulations d'azddes
medaligues hautement explosis. Lors de l'éliminalion, fncer abondamment & Feau pour éviier toule accumulation dazide métalique dans s
canalisations.

3. Comme avec tout prodult d'origine biologique, des procédures de manipulation appropriées dolvent &re respecides.

4. Porter un wétement de protection approprié pour éviter le contact avec les yeux et la 5

5. Les solulons non utllisées: dolvent &re éllminéeas conformément aux réglementations locales et nationales.

Consenver entre 2 € 3°C. Ne pas Utliser apSs 13 date de peremption ndiqués sur le Nlacon. SI 125 4actfs sOnt CONGENVEs dans &5
cONAMoNS FuTes que celles Indiquaes, cllas-cd dolvent &tre vaildses par FUTiS3teur. Il MYy 3 AUSuN signe evident Indiquant nstaolité de ce
produll. Par consEqUENt, des contndies positfs et négatifs dolvent &tre tastes en mame tampe que k25 eenantiions o2 patient. S| une coioration

Inablendue esi observéa, wnemﬂmemw&mmmtﬂa&mmlmm &l en cas de suspicion d'un probléme
lie & Famticorpe, contacter 'asslstanca technigue de

Lanticoms peut &ve ullls2 pour le Marguage des COUPes O 1SSUS INClUS SN paramne St Miés AU formol Lépalsseur des coupes
déchaniiions ge tissu doit Stre d'anviron 4 um.

Un préfraiiement avec démasquage d'épiiope Indult par |a chaleur (HIER]) est nécessalre avec le Dako PT Link (Réf. PTI0MPTi01). Pour plus
de gétalls, e réfarar au Gulde d'uillisation du PT Link. Des résuliats oplimalx soni oobenus en prétaitant Ies Ts5us 3 Falde de 13 Envision™
FLEX Target Ratniaval Soluflon, High pH (S0x) (Réf. KBD00/KEI04).

Coupes Incluses en parafing - le préfraliament des coupes tissulaires xées au formol & Incluses en parafiine est recommandé A l'alde de la
procédure de préparafion d'achantlion 3-en-un pour ke Dakio PT Link. Sulvre [@ procédure de prétrattement indiqués dans la notice de la
EnVision™ FLEX Tasget Refiieval Solufon, High pH (S0x) (Ref KEODOVKEODS). Remanque - aprés coloration, les coupes dohvent e
deshydratess, |awees &t montees 3 Fakde d'un milleu de montage pemanent.



4.6.3 Anexo N°3: Ficha de Datos de Seguridad de Invivofectamina
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HOJA DE DATOS DE

SEGURIDAD

Fecha de revision: 01-Dec-

2010

| Perspectiva General de Emergencia

Codigo del producto
Hombre del producto

100010181
INVIVOFECTAMINE 2.0, 1ML

Identificacion de la compaia o empresa

INVITROGEN CORPORATON
5791 VAN ALLEN WAY

PO BOX 482

CARLSBAD, CA 52008
TE0-603-7200

INVITROGEN CORPORATION
5250 MAINWAY DRIVE
BURLINGTON, ONT

CANADA LTL 6A4
B00-263-6236

GIBCO PRODUCTS
INVITROGEN CORPORATION

3175 STALEY ROAD P.O. BOX 68

GRAMD ISLAND, NY 14072
T16-7T74-6700

Teléfono de emergencia

BEE-536-0631

301-431-8585

GIBCO PRODUCTS

INVITROGEN CORPORATION
3175 STALEY ROAD P.O. BOX 68
GRAND ISLAND, MY 14072
7T16-T74-6700

INVITROGEN CORPORATION NEW ZEALAND
LIMITED

18 - 24 BOTHA ROAD

PENROSE

AUCKLAND 1006

NEW ZEALAND

+64 9 579 3024

0 800 600 200

INVITROGEN AUSTRALIA PTY LIMITED
30-32 COMPARK CIRCUIT

MULGRAVE VIC 3170

AUSTRALIA

+61 3 9262 3700

1800 331 627

Cutside of the U.5. ++1-301-431-8585

Uselo solamente para investigacion.

| 2. Composicion/Informacion sobre los ingredientes

CAS No. | % en peso

[Blcohal etilico

B4-17-5 | 10-30. 15-40

3. Identificacion de los peligros

Liquido inflamalie

Perspectiva General de Emergencia

Estado fizico
liquido

Efectos potenciales sobre la salud

Ojos

Piel
Inhalacion
Ingestion

Efectos especificos

efectos carcinogenos
efectos mutagenos

Mo hay informacion disponible.
Mo hay informacion disponible.
Mo hay informacion disponible.
La ingestion puede ocasionar imitacion gastrointestinal, nausea, vomito y diamea.

Mo hay informacion disponible.
Mo hay informacion disponible.

Toxicidad a la reproduccion Puede provocar efectos reproductores adversos - tal como defectos de

Sensibilizacion

Efectos sobre los @rganos de

nacimiento, abortos, o esterilidad.
Mo hay informacion disponible.

Destino
HMIS
Salud 2
Inflamabilidad 3
Reactividad 0

4. Primeros auxilios

Contacto con la piel
Contacto con los ojos

Ingestion
Inhalacion
Hotas para el médico

Lavese inmediataments con agua abundante.
Enjuague inmediatamente con abundante agua, también debajo de los parpados,
por lo mencs durante 15 minutos.

MNunca debe adminisirarse nada per la boca a una persona inconsciente.
Salga al aire libre.

Trate sintomaticamente.

5. Medidas de lucha contra incendios

Medios de extincion adecuados
Equipo de proteccion especial para los bomberos

producto quimico en polvo.
|Jse equipo respiratorio auténomo v traje de proteccion.

| 6. Medidas que deben tomarse en caso de vertido accidental

Precauciones individuales

Métodos de limpieza

Retire todas las fuentes de ignicion.
Empape con material absorbente inerte.

7. Manipulacion y almacenamiento

Manipulacion
Almacenamiento
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Use equipo de proteccion personal.
Conzerve el envase hermeticamente cerrado en un lugar seco vy bien ventilado.
Manténgase separado del calor y de las fuentes de ignicion.

El acrilonitrilo liquido puede atacar @ muchos plasticos, cauchos y recubrimientos.



8. Controles de exposicién/proteccion personal | polimerizacion La polimerizacion peligrosa no ocume

Control de exposicion laboral | 11. Informacion tox]colﬁgica |
Limite{s) de exposicidn Toxicidad aguda
Hombre quimico OSHA PEL OSHA PEL [Celling) ACGIH TLV ACGIH OEL [STEL)
|alcono etilico 1000 ppm - 1000 ppm - Nombre quimico I LD50 {oralratmouas) I LD'50 josrmalratrabbit) [ LCS0 innalation.ratmouss) |
1900 mgim?® {alconol etilico |7050 makg (Rat) 124.7 magiL (Rat) [FOE0 ma/kg (Rat) 124.7 mgil (Rat) 64,000 ppmidhr ]
Disposiciones de ingenieria Asegurese que haya una venfilacion adecuada, especialmente en locales Efectos potenciales sobre la
cemados salud
Ojos Mo hay informacion disponible.
Proteccion personal Piel No hay informacion disponible.
Inhalacidn Mo hay in_fpnnacibn disponible. ) . ] L )
Proteccion respiratoria En caso de ventilacion insuficiente, use equipo de respiracion adecuado. Ingestion Laingestion puede ocasionar imitacion gastrointestinal, nausea, vomito y diarea.
Efectos especificos {Long Term Effects)
Proteccion de las manos guantes protectores. efectos carcindgenos Mo hay informacion disponible.
Proteccidn de los ojos Gafas protectoras con cubisrtas laterales. efectos mutagenos . Mo hay informacion disponible.
Proteccion de lapiel y del  Ropa protectora ligera. Toxicidad a la reproduccion S;ﬁ;r;m:;;:;c?;r&ﬁ::ﬁes adversos - tal como defectos de
cuerpo . v il ] -
Medidas de higiene Manipiielo con las precauciones de higiene industrial adecuadas, y respete las Sensibilizacion Mo hay informiacion disponibils.
practicas de seguridad. - L - -
Control de exposicién Evite que &l producto vaya al alcantarillado. Efec;os sobre log Organos de  El acrilonitrilo liquido puede atacar a muchos plasticos, cauchos y recubrimientos.
ambiental Destino
9. Propiedades fisicas y quimicas | 12. Informaciones ecolégicas
W . Efectos ecotoxicologicos Mo hay informacion disponible.
Estado fisico liquido Movilidad Mo hay informacion disponithe.
L . . ) Biodegradacidn Mo hay informacidn disponible.
Informacion importante para la seguridad de la galud v del medio ambiente Bioacumulacion Mo hay informacion disponible.
Temperatura de ebullicion/rango *C sin datos °F sin datos disponibles
disponibles
Punto de fusiénirango °C sin datos °F sin datos disponibles | 13. Informacion relativa a la eliminacion de los productos |
disponibles :
. L. - . . : Desechar de acuerdo con las regulaciones locales.
Punto de inflamacion “C sin datos °F sin datos disponibles g
disponibles
Temperatura de auto- *C sin datos °F sin datos disponibles | 14. Informacion relativa al transporte |
inflamacion disponibles
Propiedades comburentes Mo hay informacion disponible IATA ) . )
Hidrosolubilidad saluble Er?\l;lin;mlnaclon adecuada de Ethanol solution
Clase de peligro 3
Clage subsidiaria Ninguno{a)
Grupo de embalaje n
Mo UN UNT170

10. Estabilidad y reactividad | | 15. Informacion reglamentaria

Inventarios Internacionales

Estabilidad Peligro de Incendio.
Materias a evitar r}gentes oxidantes fuertes. Hombre lco | TSCA | PICCS | ENCS | DSL | HOSL | AICS |
Productos de descomposicion  oxidos de carbono. hlmha etllico Lisied [ Listed [ Listed I Listed [ - I Lsted |

peligrosos
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4.6.4 Anexo N°4: Inserto de Silencer® Seleccionado Pre-designado y Validado siRNA

ambion®
7 A——

Silencer® Select Pre-designed and Validated siRNA, In Vivo Ready
Ambion® In Vivo Pre-designed and Custom Designed siRNA, In Vivo Ready or HPLC-purified
Custom Select siRNA and Ambion® In Vivo Custom siRNA, In Vivo Ready

Insert PW 4457172 Rev. C

Nete: For all reagents, read the Safety Data Sheet [SDS) and follow the handling instructions. Wear appropriate pratective eyewear, clathing. and

gloves.

Product information

Ambion® Silencer® Select Pre-designed siRMAs are designed using
a novel algorithm that was developed using the latest advances in
machine-learning methods. These naxt-generation sikhAs axhibit up 10
100-fold higher silencing potency than siRMAs from other leading
siRMNA manufacturers. In cell-based assays. ofi-target activity [assayed
by microarray analysis] is reduced by up to 90% because Silencer Salect
siRMAs can be usad at 5- to 20-fold lower concentrations, they are bio-
infarmatically screened using the latest knowledge about miRNA seed
regions and towic sequence matifs, and they incorporate strategic
chemical modifications. As a result. Slencar Selact siRMNAS provide unri-
valled specificity and cleanar, more consistent phenatypic data.
Silencer Select Validated siRNAs have been verified experimentally in
cell-based assays to reduce the expression of their individual target
genes by 80% in at least 3 biological replicates.

Silencer Select Custom Designed siRMAs are designad to your spec-
ified target, using the Farne algorithm and with the same madifications
as Silencer Select Pre-designed siRMNAs.

Custem Select siRMAs are synthesized with your sequence, but they
incorporate the same strategic chemical modifications, designed to
block off-target activity, that are found in Slencer Salect siRAs.
Ambien in ¥ive Pre-designed siRMAs are designad using the Silencer
Select algorithm and incorporate additional chemical modifications for
superior serum stability [half life »5hours at 37 °C in 90% mouse
serum| with in viva applications. Ambion in W siRMNAs are non-toxic
and non-immunogenic in vitro |peripheral blood nononuclear cells;
PBMLC| and inviva [mousel. In cell-based assays, Ambion in Wio sikMAs
exhibit potency and specificity equivalent to Slencer Select siRNAs.

Ambion in ¥ive Custom Designed siRMAs are dasigned to your spec-
ifiad target, using the Silencer Select algorithm and Ambion [ Vive
chiemical modifications.

Ambien in Vive Custom siRMAs are synthesized with your saguence,
with Ambion In Vive chemical modifications for serum stability.

In ¥ivo Ready siRMAs are high-guality siRMAs that are purified espe-
cially for introduction into animals. Each sifNA strand is individually
purified by HPLC, desalted, and annealed with its complamentary
strand. In Vivo Ready siRMAs are then further purified using a process
that removes excess salt via a semi-permeable membrane. The result
is a highly pure siRMA with minimal salt contant, suitable for in vivo
applications. In Wivo Ready siRMAs are then filtered through a 0.2-pm
pre-sterilized filter and tested for the presance of endotaxin.

At a concentration of 50 pM in de-ionzed water, In Vivo Ready siRMA
contains <50 mM Nat, <006 mM K, and <0.02 mM Mgés.

Handling instructions

RMA oligonuclectides such as siRMA are susceptible 1o degradation by
axogenous ribonucleases introduced during handling.

* Wear gloves when handling this product.
* Use RMNase-free reagents. tubes, and barrier pipette tips.
= Use standard bialagical sterile technigues when handling In Vivo
Ready siRMA that will be administared to animals.
Storage of dried siRMNA: Store at & °C, or in a non-frost-free freezer
at or balow -20 °C |dried oliganuclectides are shipped at ambient tam-

perature]. For long-term storage, store at or below —20°C in 2 nan-
frost-free freezer.

Using In Yive Ready siRNA with
Invivofectamine® 2.0 Reagent

Ivivofectaming™ 2.0 Reagent [PM 1388501; www.invitrogen.com| is a
proprietary, animal-origin-free, lipid-based transfection reagent that is
designed for systemic. in vivo siRNA delivery to mouse liver tissue.
Invivofectamine 2.0 Reagent is ideally suited for use with Ambion in Vive
siRNA, with high in vivo transfection efficiendy in liver following tail-vein
injection. Low wolume delivery of siRMA using low pressure, combined
with the minimal toxicity of Invivofectamine 2.0 Reagent, avoids a stress
respanse in the animal

Resuspension of siRNA for use with
Invivefectamine® 2.0 Reagent

1. Briefly centrifuge the tube to ensure that the dried siRNA is at the
bottam of the tube.

2. Resuspend the siRMA in nuclease-fres sterile water and vortax to
thoroughly resuspend.
For best results, prepare the sifiMA stack solution at the highest
concentration that is workable for your experiments. Dilute the
siRNA stock as neaded for immediate usa.
The working siRMA concentration for use with Invivofectamine 2.0
Reagent is 200 pM -3 mg/mLL

A calculator for suspension of dried oligonuclzotides is available at:
wwwik.applisdbiosystems.com/techlit'append/ oliga_dilution html
Sterage of resuspended siRMA: Store at or below —20 °C. siRNA stock
solutions at concentrations 22 pM can underngo up to 50 freeze-thaw
oycles without significant degradation. Starage in a frost-free freazer is
not recommended, however.

Long-term storage at -70 °C has traditionally been recommended, but
siRNA stock solutions at concentrations =2 pM can be stored at -20°C
far extended pariods [up to 1 year]

Preparation of Invivefectamine® 2.0 Reagent-siRMA
complexes and in vive delivery
Follow the instructions provided with Invivafectamine 2.0 Reagent. avail-

able at the web catalog page at www.invitregen.com [search for
Invivofectamine 20 Reagent]. An sifMA dose of 7ma'kg is recom-

Suggested dosing for a 20-g mouse

A typical volume for systemic delvery is —200 pl [for low prassure injec-
tion| at concentrations of 50 to 500 pM. This combination cormesponds
to an siRMA dosing range of 5 o 50 ma/kg for a 20-g mousa.

H i i i Concentration for

T T S SR TR S e et | omocemins | TSI
10 15 74
Using In Vive Ready siRNA with other in vivo =0 T2 —
delivery strategies T T =
Resuspension of In Vive Ready siRNA ma o8 148.0
Fallow the instructions for resuspension on page 1. At stap 2, resuspend 02 740 700

the siRMA in sterile water or a sterile buffer approgriate for your appli-

: . + InWuo Hoady siRMAS ars solubls in sguscus solution st concontrations 4.5 mM.
cation. Common examples are provided below.

Commaonly used sterile buffers for In vivo delivery For more information

Wisit these web resources for more information on buffers. injection
: o routes, and dosing strategies for in viva siRMA delivery:
e  Saline [0.9% MaCl), or variants containin s . N e -
Such as mannitot or glucass |5-15%] i = wwwi.appliedbiosystemns.com/RMAY invive
» Ringar's soluton: 147 mM NaCl, 4 mM KCL, * wwwinvitregen.com » Products & Services » Applications »

Sy SIEMIC delvery * Phosphane buftered saline [PES)

1.13 mM Cacly RMAi, Epigenetics & Gene Regulation » RMAi »
Cemral nervous. + satne [0.9% Nacl) in vive RMAI » in vive RNAI Protocels
Systam delvery * Isoionic buffer (100 mM potassium acetans,

30 mM HEPES-KIOH, 2 mM magnesium acetase,
26 MM MaCL pH 7.5]

Store resuspended siRNA as described on page 1.

FDR RESEARCH USE ONLY. MOT INTEMDED FOR ANY ANIMAL DR HUMAN THERAPEUTIC OR DIAGMOSTIC USE.

Ireratien in shis dooumen: = Sublec 53 changew Rhow neuce Ambon, 3 par of Litk Technologies COrparsion, assumes na mespensisiley forany errers (hat STay Sppssr in this Sommann.

LIFE TECHWOLOGIES ANDOR ITS AFFILIATE|S) DISCLAIM ALL WASRANTIES WITH RESPECT TO THES DOCUMENT, EXPRESSED DR IMPLIED, INCLUDING BUT HOT LIMITED TO THOSE OF
MEACHANTAEILITY OR FITMESE FOR A FARTICULAR PURFUSE. IN 80 S¥ENT SHALL LIFE TECHMOUOSIES ANDYDR ITS AFFILIATE(S] BE LIAELE, WHETHER IM CONTRACT, TORT, W RAANTY, 0F UNOER
ANY STATUTE OR ON ANY OTHER BASIS FOR SPECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, PUMITIVE, MULTIPLE OF CONSEQUENTIAL DAMAGES IN CONMECTION WITH OF ARISING FROM THIS DOCUMENT.
INCLUDENG SUT NOT LIMITED T THE USE THEREDE

Safaly Data Sheats: Safary Daia Shects (9055 o vallabia 1rom wiw Spplsdbicsys 16ms coms .

Warranty and Liasility: Ambion_a pert of Lie Technelegies Corporasion, is comminied 10 delvering superior product qualizy and perlormance, ssppamed by indusiry-leading giobal sewvice and 1ecinical
SEPPO SaTE. W2y INlDrMation for tho JCC0mEsry g rsemadls Product ks vaiable 31 www.amon comyinigwarrany in -Limiod Wy for Consumables,” winlch i Ssbjecs m the meusions,
mndiions, acemions, and Imikakions e fonh under the Gpon "EXCLUSIONS. CONDITIONS, EXCEFTIONS. AND LIMITATIONS™ in the full warreny samemene. Pleasa comac Ambion i you have any
quastions. JbOW DU WaTANECE 0F would Lo Mrmation 500t POsI- WaITaney SUspon.

Tradsmarks, Patents. and Licansing: Tha Iradomarks mentionad hormin are ©a propeny of Lifa Tectnologies COMparation or ©air MEpecive oWers.

Limited Usa Label Licensa

The pUriase of this Prodiac: Comy 20 T Purthasar the UmEnd, non-rransforasle righs b2 259 the PUrchasod amoent of the procur enly m Ferfonm: nemal research for the sols benelt of tha purthasar
Mo right m resal this produn or any of ks Cmpones i convayed sy, by mplicatien, or by esioppsl. This produa s fer inemal resarch parpeses only and is o fer use N ommertial serices
of any kind, Incding. without LITIEUoe, ISponing the rosslis of purthaser’s SavIes 1or 2 100 or Mher 1 of nsCorRion. For Nermauon on chaining 20qonat nghis. please o

outlscans Ingtifetach.com or Ow: Lioensng. LI Techmaleges, T791an Allen 'Way, Carisbas, Caulorma §2002.

This produn is Scensed by Alnyiam Pharmaceusicats, Inc, Cambridge. USA and is provided only for use in amdamic and commertial resaarch induding in vine and in vive Kensficion and validason of
ey targers (b oocludng e Q/akaEon of CharscerEaton of Sis proded 3: S0 potonial B2 for 3 SFhA- iosod crug] and et for any oher commaorcial . Informanion about losnsos for
commencal use (incieding ciscowery and Sevelopmen: of sRMA-based drugs] s aveilsblz emAlnam Pharmaceuwicals, nc, 300 Thid Sree, Cambridge, MA 02142, USA.

LOCHD HUCKic ADKS 3Me CVerd by [IIents and fEent 3pplianions. owned by EXGonAPS. THis procuct IS 1or /soarch wse onk and non1or gagnossc o Therapautic wsa. Tho prodecs may be usod ony
for the buyEr's IFESITal MSSarch PURGSEs and noe 1or METEncal u=s Eeoept for providing 3 SEnCE 1D FRSEINCH CUSomers. The buyer may mot reszll Breduss In Shelr onginal or 3ny mod e o,
Farchasar notiicbion: Uniess aprossy siod, the punchss of this Broduc Coveys ne Uoinsa e gram of any imellecssal propory rights, whathor axpress, Implicd, By esioppel or sthonwiss.
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4.6.5 Anexo N°5: Inserto de Factor VIl siARN

Catalog ¥ 4453408, 4457292

Ambion® In Vivo
Factor VIl siRNA.

In Vive Ready

Store af or below -20°C.

Do NOT SI0re IN 3 MosI-ea MMeezer.

Catalog # (PMN):
Amount:

Appearancs:

Target Information:

Format:
Purity:
Storage Conditions:

Safety Information:

Using In Vivoe Ready siRNA with
Invivofectamine® 2.0 Reagent:

ambion®
b Life veeiogien

4450408 4457282

50 nmel 250 nmel

Powder

Gene Symbaol: F7

Full Gene Name: Coagulation factor VI
Oroanismis]: Mouse [(Mus muscuius)
RefSeq Mumber(s):  WM_HD172.3

Entrez Gene ID{s): 14083

Annealed

In Vivo Ready (HPLC purified)
Store at or bedow —20 *°C. Do not store in 2 frost-free freezer. (Dried oligonudeotides are shipped at ambient
temperature. )

Read the Safety Data Sheet, and follow the handling instructions. Wear appropriate protective eyewear, dothing, and
gloves.

Using In Vive Ready siRNA with

USER INFORMATION

Product Description:

Handling Instructions:

Ambion® In Wivo Facter VIl siRMA, In Vivo Ready, provides a positive control for experiments involving Ambion in
Vivo siRNA delivery to mice. Factor VI (FVIVFT; also known as proconvertin is a vitamin K-dependent serine
protease that functions as a central protein in the coagulation cascade. FVII s synthesized exclusively in the ver
and secreted to the plasma where it circulates in an inactive form. After delvery of FWll-targeting siRNA to the Fver,
knockdown can be measured by quantifying FVII protein levels in blood by robust, commercially available
chromogenic assays. Moreover, blood samples can be collected from the same animal at multiple time points
post-sifMA injection. These features enable much more rapid and efficient knockdown measurements for FVI than
for gene targets that require guantitation of mMRMNA levels in liver tissue, making FVI| an ideal control for in vive siRNA
delivery to the Fver.

Ambion In Vivo siRMAs are designed using the Silencer™ Select siRMA algorithm. This novel algorithm was.
developed utiizing advanced machine-leaming methods and bioinformatic screening using the latest knowledge
about miRMA seed regions and toxic sequence motifs. Ambion jin Vivo siRMAs incorporate additional chemical
modifications for superior serum stability (half [fe =5 hours at 37°C in B0% mouse senem) with in vive applications.
Ambion fn Vivo siRMAs are non-toiic and non-immunagenic in vitro (peripheral blood monanuciear cells; PEMC) and
in vivo (mouse). In cell-based assays. Ambion In Vivo siRMNAs exhibit potency and specificity equivalent to Silencer
Select siRNAs.

In Vivo Ready siRMAs are high quality siRMAs that are purified especially for introduction inte animals. Each siRNA
strand is indwidually purified by HPLC, desalted, and led with its con y strand. In Vivo Ready
siRMAs are then further purified utiizing a process that removes excess salt, via a semi-permeable membrane. The
result is a highly pure siRMNA with minimal salt content, suitable for in vivo applications. In Vive Ready siRNAs are
then filtered through a 0.2 pm pre-sterilized filter and tested for the presence of endotoxin.

At a concentration of 50 UM in de-ionized water, In Vive Ready siRNA contains <5.0 mM Na', <0.0&6 mM K, and
=002 mM Mg™.

RNA oligonuclectides are susceptible to degradation by exogenous ribonucleases introduced during handling. Wear
gloves when handling this product. Use RNase-free reagents, tubes, and bamier pipette tips.

Upon receipt, store dried oligenuclectides at 4°C, or in a non-frost-free freezer at or bebow —20°C (dried
oligonuclectides are shipped at ambient temperature). For long-term storage, store at or below —20°C in a
non-frost-free freezer.

Use standard biological sterile techniques when handling In Vive Ready siRMA that will be administered to animals.

Orther In Vivo Delivery Strategies:

Invivofectaming® 2.0 Reagent (P/N 1383501) is a propristary, animal-origin-free. lipid-based transfection reagent
for systemic, in vivo siRMA delivery to mouse liver fissue. Invivofectamine 2.0 Reagent is ideally suited for use
with Ambion in Vive siRMNA, with high in vive transfection efficiency in Fver following tail-wein injection. Low volume
delivery of siRMA using low pressure, combined with the low toxicity of Invivofectamine 2.0 Reagent, awoids a
stress response in the animal.

Resuspension of siRNA for use with Invivofectamine® 2.0 Reagent

1. Briefly centrifuge the tube to ensure that the dried siRMA is at the bottom of the tube.
2. Resuspend the siRMA in nuclease-free sterile water and vortex to thoroughly resuspend.

For best results, prepare the siRMA stock solution at the highest concentration that is workable for
your experiments. Dilute the siRMNA stack as needed for mmediate use.

The working siRNA concentration for use with Invivofectamine 2.0 is 200 pM {~3 mg/mL).
A caleulator for suspension of dry oligonuclectides is available at:
wwewd_appliedbiosystems comitechliblappendialigo_dilution himl

Storage of resuspended siRMA: Store at or below —20°C. Stock solutions of siRMA at concentrations 22 pM can
underga up to 50 freeze-thaw cydles without significant degradation. Storage in a frost-free freezer is not
recommended, howewer. Long-term storage at —70°C has traditionally been recommended, but siRNA stock
solutions at concentrations =2 pM can be stored at —20°C for extended periods (up to 1 year).

Preparation of Invivofectamineg® 2.0-5iRNA complexes and in vivo delivery

Faollow the instructions provided with Invivefectamine 2.0 Reagent, available at the web catalog page at
wwanwinvitrogen_com (search for Invivofectamine 2.0). An siRNA dose of 7 mg'kg is recommended as a starting
point for experiments. This dose comesponds to 200 pL of a 0.7 mg/mL solution injected inte a 20-g mouse.

Resuspension of In Vive Ready siRNA
Fallow the instructions for resuspension with use with Invivofectamine 2.0 Reagent. At step 2, resuspend the
siRMA in sterde water or a sterile buffer appropriate for your application. Common examples are provided below.
Suggested Buffers for Systemic Delivery

» Sterle, phosphate buffered saline [PES)

# Sterle saline (0.8% NaCl), or variants containing sugars such as mannitol or ghucose (5-15%)

= Ringer's solution: 147 mM NaCl, 4 mM KCI, 1.13 mM CaCl,

Suggested Non-irmitating Buffers for Central Nervous System Delivery
=  Sterle saline (0.8% NaCl)

= [|sotonic buffer (100 mM potassium acetate, 30 mM HEPES-KOH, 2 mM magnesium acetate,
26 mM NaCl, pH 7.4)

Store resuspended siRMNA as described under "Resuspension of siRMNA for use with Invivofectamine 2.0 Reagent.”

Sugpested dosing for a 20-p mouse
A typical wolume for systemic delivery is ~200 pL (for low pressure injection) at concentrations of 50-500 pM. This
combination corresponds to an siRMA desing range of 5-50 mg'kg for a 203 mouse.

Concentration for
Dose (mghkg) nmol siRNADose 200 pl Dose [pbd*)
10 15 T4
50 T4 3rao
10.0 14.8 740
200 208 1480
50.0 T4.0 3ran

" In Vivo Rizady sIRNAS are soluble In 3queous soiution 3t concentrations up b 1.5 mAM.

For more information
Visit these web resources for more information on buffers and injection routes:
wwewrd_appliedbiosystems_com/RMAinvivo

wwew invitrogen.com > Products & Services > Applications = RNAI, Epigenetics & Gene Regulation =
RMAI = in vivo RNAI > in vive RNAI Protocols



RELATED PRODUCTS

Ambion® In Vivo Pre-designed and Validated siRNAs

PN Various (see waed.appliedbiosystems.com/geneassist)

An all-new class of modified siRMAs with superior serum stability for in vivo applications, designed with the Siencer”™
Select algorithm. Ambion® in Vivo siRMAs are non-toxic in vivo (mouse) and non-immunegenic |cel-based assays),
while exhibiting potency and specificity equivalent to or better than Silencer Select siRMAs.

Invivofectamine” 2.0 Reagent

PN 1377-505, 1377-501

A proprietary lipid-based reagent designed to efficiently deliver siRMA to mouse Fver tissue in an easy-to-complex
preparation. See wwaLinvirogen.com.

TagMan® Gene Expression Assays

www.allgenes.com or wwws.apphedbiosystemns.com/geneassist

A comprehensive collection of over 700,000 probe and primer sets for quantitative gene expression analysis using
real-time PCR. Search the Genefssist™ Atas at wwwd appliedbiosystems.comigensassist to find sugpested
TagMan Gene Expression Assays comesponding to your siRNA targets of nterest.

QUALITY CONTROL

Identity: The mass of a sample of each single-stranded RMA ofigonucieotide is analyzed using MALDI-TOF mass
specirometry and compared to the calculated mass.

Purity: Analytical HPLC of a sample of the final purfied single-stranded RNA oligonuclectides is used to confim 280%
purity.

Annealing: A sample of the annealed siRMA is analyzed by nondenaturing gel electrophoresis.

Endotoxin: A Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay of a sample of the siRNA is used to confirm <10 Endotoxin Units (EU)

per nmad.

OTHER INFORMATION

Safety Data Sheets:

‘Warranty and Liability:

Trademarks, Patents, and
Licensing:

Safety Data Sheats (SDSs; previously known as MSDSs) for any chamical product supplied by Applied Blosystams or Ambion are
Fvallable 24 howrs @ 0ay. At www. applisdblosystema.com, select Support, then SDSMSDS. Search by chemical name, product
name, product part number, or SDSMS0S part number. Right-click % print or downioad the SDS of Interast. Af www._amblon.com,
go to the wed calaiog page for the product of Inferest. Salect SDS/MSD S, then right-click o print or download. Or, e-mall
[MSDS_inquiry_CCRM@Ifstach.com), t=lephone (850-554-2756; USA), o fax (550-554-2252; USA) your request, specilying the
Catalog O part NEmMbars) and the Name of Me productis). We will emall the 3s50ciaied SOSE UNISES YOU Mequest fax o postal
pallvary. Requests for postal dellvery require 1-2 wesks for procsssing.

For research use only. Mot intended for any animal or human Therapeutic or diagNosTc Use.

Ambion, 3 part of Life Teehnologies Corporation, |5 commitied o delivenng superior produet quality and pesformance, supponad by
Industry-leading glcbal senica and technical support teams. Warmanty Information far the apcompanying consumable product s
avallabie at waw.amision cominfcwarranty In “Limited Warranty for Consumaties,” which |s subject o the excusions, conditions,
excepions, and Imitations set forth under the capfon "EXCLUSIONS, CONDITIONS, EXCEPTIONS, AND LIMITATICNS® In the full
WAITANty statement. Pleasa cONtact AMsKoN If you have any QUestions about our wamantes or woukd [Ike information atout
PoSt-warTanty SURROr.

Informiation In this do<ument |s subject to change without notice. Amiolon, 3 part of Life Technologles Corporation, assumes no
responsibllty for any emors that may appear in this document.

Ambion disciaims all WAmantas wiih respact to this document, Sxpressed of Impliad, Including but not imitad to those of
merchantabillty o Mness for 3 particular pUPase. In No event shall Amolon be Eabie, whethar in contract, torl, warmanty, or unger any
‘stafina or on any oMer Dasts for sp=cial, Incidental, Indrect, punitive, multipe of consequental damagss In conneclon With of ansing
from this doctement, Including bust not limitad to the use thereof.

The frademarks mentioned hareln are e property of LFe Technologles Corporation or thelr respective owners. Taghan |s a
regisiered trademark of Roche Molecular Systems, Inc.

Limited Use Label License

The purchase of this product eonveys fo fie purchaser the limited, non-iransirable right to se the purchased amount of the product
only to perorm Intemial research for the sole benefit of the purchasar. Mo right to resell this product o amy of Its components I
conveyed expressly, by Impilcation, or by estoppel. This product |s for Intemal research purposes only and Is not for use In
commerclal serdcas of any Kind, Inciuding, without Imitation, raponing the resuits of purchasers activities for a Tee or other fom of
consigeration. For information on obiaining asdiional nights, piease contsct outicanaing@ifatach. com or Out Licansing, Lite
Technologies, 5791 Van Alien Way, Cansbad, Calfornia 52003,

This proguct |s llcensed under EUropean Patents 1144623, 1214345 and foreign aquivalents from Alnylam Phamaceuticals, Inc.,
Cambrigge, USA and s provided only for use In acacdemic and commescial resaanch Including In wiro and In viva ldentiMication and
valldation of grug tangets (out exciuging meervaluanm or characterization of this product as fhe potential haasfu-aslﬁm-nased
drug) and not for any other commerclal purposes. Information about licenses for commencial use {Inciuding discovery an
develogment of slRMA-Dased drugs) is avalladle from Alnylam Fhamaceuticals, Inc., 300 Third Street, Cambridge, A 02142 UsA.

This product |5 covered by ULS. Paent Mos. 6,506,555 7,055,704 and 7,078, 196,

Liocked MUcisic ACISS are coversd by patents and patent applications ownad by Sxiqon A'S. This product is for research use only and
nat f0r MIQROSHc of erapeutic use. The [roducs may be used only for the buyers Intemal ressarch pUTPo&es and not for
commertial Use SXcept fof providing 3 Servics to r2seanh customers. TNe DUYSr may not resell products in their onginal or any
modifad form.
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4.6.6 Anexo N°6: Ficha de Datos de Seguridad de Acrilamida

3050 Spruce Stres:
Sairt Louis, Mis=oari 83103 USA
Telophona (§09] 325-5833 (314) 7715765
Fax |314) 2E6-Ta2
emall: wchaervilelal.com
sigma-aldrich com

ACRYLAMIDE
MOLECULAR BIOLOGY REAGENT
Sigma Prod. No. A 9093

STRUCTURE: CH;=CH-CO-NHz
CAS NUMBER: 78-06-1
SYNONYM: 2-propenamide

Product Description

Appearance: White powder

Molecular formula: CzHsMNO

Maolecular weight: 71.08

Melting point: 84.5 *C, although stable in the dark, it
readily polymerizes at its melting point, in soluticn or

under ultravialet light.

Special tests: DMase, RNasze and Protease were not
detected per procedures on lot-specific data sheet

Acrylamide as a monomer is used in a variety of
synthetic processes to form paolymers, copolymers. Itis
readily polymerized in the presence of free mdicals,
usually in aqueous solutions. Polyacrylamide plastics
have numercus commercial applications, due in part to
the tendency of polyacrylamide to adsork many times
its own mass in water.

In biochemistry, its principle use is in the preparation of
polyacrylamide gels, using suitable cross-linkage
agents, for use in electrophoresis separation
techniques. Comman reactien initiators are iboflavin,
ammaonium persulfate; varying the ratio of acrylamide to
crosslinking agent permits the formation of a gel with
predictable average pore size and texture. A number of
excellent laboratory manuals give specific protocols for
preparing "PAGE" (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
gels; see page 2 for a partial reference list. Acrylamide
has a tendency to hydrolyze under acidic or basic
conditions to form acrylic acid.

Acrylic acid and any ionic impurities in the acrylamide
can have significant effects on the performance of the
FAGE gel formed, since the voltage across the gelis
affected by the ignic charge of the gel and usage
buffers. Sigma tests each lot of AB0SS for its suitability
for use in electrophoresis of nucleic acids (more detail
is available on let-specific information sheets sent with
the product} Several other products are also available:

Productinformation

A 3553, Electrophoresis Reagent, which has a higher
purity specification and additional testing for trace
impurities, selution conductivity and acrylic acid
content; and A 4058, which is a ready-to-use 40%
solution prepared from A 3553; AB887 is also of high
purity, but has not received as extensive testing for
application switability.

NOTE:

Acrylamide as a monomer is considered toxic, directly
affecting the nervous system, and it may reasonably be
considered to be a -::arv::im:vgr.-tn.'1 Acrylamide is readily
absorbed through intact skin from agueous solutions.!
Please consult the Material Safety Data Sheet and
appropriate safety procedures before handling this
materal. Once polymerized, the solid POLY acrylamide
is considered quite safe, although PAGE gels should
still ke handled with gloves under the assumption that
they may still contain unreacted monomer.

Storage/Stability

If acrylamide is kept protected from light, it is expected
to be stable indefinitely at room temperature. After three
weeks storage at 50 *C, there is no evidence of
polymer formation and only slight yellowing ocours.
Ewven after 24 howrs at 80 *C (slightly below melting),
pure samples show little or no polymer formation.” It
should be evaluated for continued suitability every three
years.

Acrylamide is routinely tested at 250 mg/mL in water,
giving a clear colorless solution. It is soluble at least to
40% (wiv) in water’, and reportedly up to 215 g/100 mL
in water at 30 *C." It is soluble in methanal

(155 g/100 mL), ethancl (86 g/100 mL), acetone

(83.1 gMD0 mL}); only minimally soluble in benzene or
heptane.

Solutions should be stable at 2-8 °C for at least a year if
stored protected from light

References Additional Usage References:

1. Merck Index, 12th Ed., #131 (1998). 1. Protein Sfructure: A Practical Approach, ed.

2. Sigma data. T.E. Creighton (IRL PRESS, 1980}, pages: 4-8,
3. Supplier information. 36-38, 523-55, 7TO-80, 150-151, 233-234.

4 Sigma Material Safety Data Sheet. 2. Gel Electrophoresiz: Eszential Data, D. Patel
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[Wiley Press, 1984) - A small book with
extensive recipes for gel production.

3. Gel Electrophoresiz of Profeins: A Practical
Approach, 2nd Ed., eds. B.D. Hames and D.
Rickwoad (IRL Press, 1994)

4. Elecfropharesiz: Theory, Technigues, and
Biochemical and Clinical Applications, 2nd Ed.,
AT. Andrews (Oxford University Press, 1988

JWM 5/28/2003
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Sigme-Aldrich, Inc. wammants that ifs products ¢ #o the miormation contamed in this and other Sigma-Aldnch publications. Purchaser nusst defermine
the suitability of the product(s) for their particalar use. Addidoral terms and conditions may apply. Please see reverse side of the imvoice or packing ship.



4.6.7 Anexo N°7: Ficha de Datos de Seguridad de NN-Metilenbisacrilamida

SECCION 1. DATOS GENERALES DE LAS HDS

Proveedor: Sigma-Aldrich Quimica, 5. de R. L de CV..

Parque Industrial Toluca 2000 Calle 6 Norte No. 107. 50200 Toluca, México
Teléfona: +55) (0) 1-800-007-5300

Emergencias: 1-800-521-3356

-Color: Blanco
-Dior: 5/
-Solubilidad en agua: 20mg/ml (20°C), totaimente soluble.

SECCION Il. DATOS DE LA SUSTACIA QUIMICA PELIGROSA
-Formula quimica: CyHyaN:0;
-Nombre quimico: N.N'-Metilenbisacrilamida

Sindnimaos: Bis-acritamida, N,N - Metilenbis|2-propenamida), Metilendizcrilamida.

SECCION V. RIESG05 DE FUEGD O EXPLOSION Productos de combustion peligrosos: Productos de
-Medios de Extincion: Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o dixido de | descomposicicn peligrosos formados en condiciones de
carbono. incendio, oxido de carbono, oxido de nitrageno (NOx)
-Equips de proteccion especizl de lucha contra incendios: Si es necesario, usar equipo de
respiracion auténome para la lucha contra el fusgo.

SECCION M. IDENTIFICACION DE SUSTANCIA QUIMICA PELIGROSA
Mo. CAS: 110-26-9

No. ONU: 5/D

LMPE-PPT LMPE-CT y LMPE-P: DLS0 Oral-rata- 350 mg/kg
IPVS{IDLH]: 5/D

RIESG0 A LA SALUD: 2

Inhalacién: Puede ser nocivo si s inhala. Provoca una irritacion del tracto respiratorio.
Piel: Pueds ser nocivo 5i se absorbe por |a piel y provocar imitacian
Ingestion: Toxico si se ingiers

RIESGO DE INFLAMABILIDAD:-D

RIESGO DE REACTIVIDAD: 0

SECCION V1. REACTIVIDAD

-Estabilidad: El producte es quimicamente estable bajo condiciones de almacenamiento normales.

-Inestabilidad: Evitar exposicidn 2l aire.

-Incompatibilidad: acidos, bases, cxidantes, agentes reductores, hierro, sales férricas, cobre, aluminio, lzton, iniciadores de radicales libres.

-Productos peligrosos de |a descompasicion: Productos de descomposicion peligrasos formados en condiciones de incendio , dxidos de carbono y nitrogeno.
-Posibilidad de reaccionss peligrosas: 5/D

SECCION IV, PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
-Temperatura de ebullicicn: /0

-Temperatura de fusion: »300 °C (572 F
-Temperatura de inflamacion: 5/
-Temperatura de ignicion: 5/

-Densidad:1.2 gfem®

-Ph: >5 2.5% soin), solucion acuosa

-Estado fisico: Salido

SECCION VII. RIESGOS A LA SALUD Y PRIMERDS AUXILIOS

Segun Via de Ingreso al Organismao:

-Ingestion: Toxico si se ingiers.

-Inhalacicn: Puede ser nocivo 5i se inhala. Puede provocar una irritacion en & tracto respiratario.

-Contacto con |3 piel: Puede ser nocive i es absorbido por |a piel, puede causar irritacion en |a piel. Eliinzr lavando con mucho jabon y abundantz agua.
-Contacto con ojos: Provoc irritacion ocular. Lavarse abundantemente los ojos con agua como medida de precaucion.

Sustancia Quimica Considerada como:

-Mutagenicz: 5/D

(Ofros Riesgos o Efectos para la Salud

Antidotos: 5/0

SECCION VIILINDICACIONES EN CASO DE FUGA O DERRAMES

Procedimiento y precauciones inmediatas
Utilizar equips de proteccidn individual. Evitar |3 formacion de polvo, evitar respirar los vapores, |2 neblina o el gas. Aseglrese de una ventilacion
adecuada. Evitar despirar &l pofvo. Mo dejar el producto en un sistema de alcantarillado.
Recoger y reparar eliminacion sin originar polvo. Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores cemados para su eliminagion.

SECCION IX. PROTECCION ESPECIAL ESPECIFICA PARA SITUACIOMES DE EMERGENCIA
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-Prateccion de los ojos cara: Gafas de seguridad con protecciones faterales
-Proteccion de f2s manos sumersion: Guante de caucho nitrito de 0.11mm de espesor tiempo de perforacion de »480min
-Proteccion respiratoria: Mascarila con un filtro recomendado P35 o tipo P1.

SECCION X. INFORMACION SOBRE TRANSPORTACION
-ADR/RID: Transporte terrestre.
-Peligrosas ambientalmente; No

SECCION X INFORMACION SOBRE ECOLOGIA

Die acuerds con [z SEMARNAR en Materia de azua, aire, suelo y residuas peligrasos

Toxicidad:

-Para los peces D50 Oncorhynchus mykiss (trucha irisada): »100mg)L- 35 horas.

-Persitencia y degradahilidad: 5/0

-Potencial de bioacumulacion: $/0

Mavilidad en &l suela: §/0

Resultados de 2 valoracion PETy mPm@: §/D

-gtra informacion importante: La descarga en el ambiente debe ser evitada. Para 12 eliminacion de este producto, dirizirse 2 un senvicia profesional autorizado.
Disaiver omezdlar el producto con un solvente combustible y quemario en un indnerador apto para productos quimicas provisto de postquemador y lavadar,

SECCION X1, PRECAUCIONES ESPECIALES

Fara su Manejo, Transparte y Almacenamiento
Mangjo: Evitese &l contacto con los ojas y piel. Evitese Ja formacion de polva y aercsoles. Debe disponer una extraccion adecuada en aguellos lugares donde

s forma polvo: Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase hermeticamente carrada en un lugar seco y bien ventilado. Es fuertemente
Higroscapico, sensible 3l aire y a3 humedad, manipulary almacenar en atmosfera inerte. Almacenar entre +15°Cy +25°C
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4.6.8 Anexo N°8: Ficha de Datos de Seguridad de Tris Base

o
Promega

pagina: 1/7
Ficha de datos de seguridad
segtin 1907/2006/CE, Arficula 31

fecha de impresion 24.07.2014 Revizion: 24.07.2014

¥ SECCION 1: Identificacién de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1 1 Ideniificador del producte
Nombre comercial: Tris Base

Niimere del articulo: Hi13

1.2 Usos pertinentes idennficados de la sustancia o de la mezela v usos desaconsejados
No sxisten mas datos relevaniss disponibles.

Unlizacion del producte / de la elaboracién Sustancias quimicas de laboratorio
1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
Fabricante/dismibuidor:

Premega Corporation

25800 Weods Hollow Road

Madizon, WI 33711

54

1-608-274-4330

1-300-336-0525

Area de informacion:

Promega Biotech Iberica, SL

Edificio Bruselaz

Avenida da Bruselas 5 — 3" plania

28108 Alcobendas

Madrid

SPAIV

Telgfone: 902 538 200

Fax: 002 538 300

E-mail Addvezs: esp_custserviaipromega com

Web Addrass: www promega.com'ss

SDS5 autor: Regulatory_4ffairs @ Promega com

1.4 Telefono de emergencia:

Para Caida de Emergencia Quimica, Agwjere, Fuege, Expocicion, o Llmmada de Accidente Dia de CHEMTREC
o Noche Dentro ds EE. UUy Canada: 1-800-424-9300

Fuera ds EE. UUTy Canada: 1 703-527-3357 (llamadas per cobrar acepiadas)

fecha de impresion 24.07.2014

Revizion: 24.07.2014

| Nombre comercial: Tris Base

{ 5% comtizma em pagiza 1)

2.2 Flementos de la efiguera

Enguetads con arregle al Reglaments (CE) n® 12722008

El producto se ha clasificade v etigustade de conformidad con el reglamernte CLP.
Piciogramas de peligro GH507

Palabra de advertencia Atencion

Componentes peligroses a indicar en el eniguetaye:
2-Amimo-2-(hydreogmeitydl-1, 3-propanediol
Indicaciones de peligro

H315 Provora frritacidn curanea

H319 Prevoca irritacidn ecular grave

H335 Pusds irvitar las vias respiratorias.

Consejos de prudencia
Plol Evitar respirar &l polve/sl hume/el gas/la niebla/los vapores/sl asrosol.
P23 Lievar guantes/prendasz/gqfas/mazcara de proteccion

P305-P351-P3358 EN CAS0 DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadozamente con agua durante
varios mirutos. Cuitar las lentes de contacie, si lleva y resulta facil. Seguir aclarands.

P32 Se necesita un tratamiento especifice (ver en esta efigusia).

P405 Guardar bajo llave.

P3g] Eliminar &l contenido o &l recipiente conforme a la reglamentacion localvegionalnacional’
infernacional

2.3 Ohras peligros

Resuliados de la valoracion PET y mPmE
PBT: No aplicabls.
mPmB: No aplicabls.

SECCION 3: Composicidn/informacion sobre los componentfes

31 Caracterizacion quimica: Sustancias

Denominacion N° CAS

77-806-1 rometamaol

Niimero(s) de identificacion

Niimere CE: 201-064-4

3.2 Caracterizacion quimica: Mezelas

Descripetsn

El producto es uma mezcla de las sustancias arriesgadas pusstas en uma lista abgjo junte con sustancias no
arriesgadas ne imscritas.

Componenies peligroses:

CAS: 77-86-1 2-Amino-2-(kydroxymetindl-1, 3-propansdiol _| T3-100%s

* SECCION 2: Identificacidn de Ios peligros

21 Clasificacion de la sustancia o de la mezela
Clasificacion con arreglo al Reglamenio (CE) n® 127272008

GHSE07

Skin Irrit. 2 H315 Provoea irritacion cutamea.
Eye Irit 2 H319 Proveca irritacion ecular grave.
STOT SE 3 H333 Puedervitar las vias respiraterias.
{5 contiua ea pagina 2 )
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SECCION 4: Primeros auxilios

4.1 Descripeion de los primeros awalios

En case de inhalacion del producro:

Las perzonas desmayadas deben tenderze y ramsportarze de lado con la syficiente estabilidad

En case de contacta con la prel:

Lavar inmediatamente con agua ¥ jabon y enjuagar bien

En cazo de irmvitaciones contimar de la piel, consultar um médico.

En caso de con los ojos:

Limpiar los ajos abisrtos durante varios minutes con agua corrisnts. En caso de rastornos persistentes consultar
un médico.

i & comtima em pagina 3 )
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Nombre comercial: Tris Base

{ 58 contizma en pagiza 2 )
En caso de ingestion: Conzuliar un médico =i los trastormos persizten.
4.2 Principales simtomas v efectos, agudes v retardades Ninguno
4.3 Indicacion de toda atencien médica y de los tratanientos especiales gue deban dispensarse inmediatamenis
No exizten mas dates relevantes dispeniblas.

SECCION §: Medidas de lucha contra incendios

5.1 Medias de exaneion

Sustancias extintoras apropiadas:

C0O2, polvo extintor o chorre de agua rociada. Combatir incendios mayores con chorre de agua rociada o
aspuma resistente al aleohol.

5.2 Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla Ningumo conocide

3.3 Recomendactones para ¢l persenal de lucha conmra incendios Ningim consejo especial

SECCION 6: Medidas en caso de vertide accidental

6.1 Precauciones personales, equipo de proteccion v procedimientos de emergencia
Lzar ropa de proteccion perzonal

6.2 Precauciones relafivas al medio ambiente:

Evitar que peneire en la canalizacisn ‘aguas de superficie ‘agua subterraneas.

6.3 Mérodos v marerial de contencion v de impieza: Assgurar syficiente ventilacion
6.4 Referencia a otras secciones

Ver capimle 13 para mayer igfermacion sobra una mamipulacion segura.

Para mayor informacion sebre come desechar &l producto, ver capitulo 13.

SECCTON 7: Manipulacion y almacenamiento

7.1 Precauciones para una mampulacion segura
5i 52 mavipulan correctaments, no se raquisran medidas especiales.
Prevencidn de incendios y explosiones: El products no e inflamabls.

7.2 Condiciones de almacenamiento segure, incluidas posibles incompanbilidades
Almacenamiento:

Exigencias con respecto al almacen v los recipientes: No ze requisren medidas especiales.
Normas en case de un almacenanients congunta: No 5 necesario

Indicaciones adicionales sobre las condiciones de almacenamients:

Mantener &l recipients carrade haméticaments.

7.3 Usas especificos finales No exizsten mas datos relevamta: disponibles.

SECCION 8: Controles de exposicion/profeccion individual

Instruceiones adicionales para el acendicionamiento de inswalaciones emeas:
Sin daros adicionalss, ver pumnte 7

8.1 Pardmetres de contral
Compoenentes con valores limite admisibles gue deben conmrolarse en &l puesio de trabajo:
El producte no contiens cantidades relevantes de substancias con valorez limite qus exijan un control en &l
Pussio de trabgje.
Indicactenes adicionales: Como base se han wiilizads las listas vigentss en el momento de la elaboracion.
{ 58 contizma en paginz 4 )
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Nombre comercial: Tris Base
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8. 2 Contrales de la exposicion

Eguipe de proteccion individual:

Medidas genervales de proveccion e higiene:

Mantener algjado de alimentos, bebidas y alimenios para amimalas.

Chatarze de inmediate la rapa ensuciada o impregnada

Lavarze laz manos antes de las panzaz ¥ al final del wabgio.

Evitar &l comiacte con los qioes y la pisl.

No comer mi bebear duramie &l rabaio.

Limpiar Ia piel a fondo dezspues de marmipular el producto.

Prateccion respiraroria:

5i la exposicion va a ser breve o de poca intensidad, colocarse una mascara respiratoria. Para una exposicion
mds intensa o de mayor duracion, wsar um apavare de respiracion auisHomo.

Pravteccidn de manos:

Guantes de proteccion.

Selsccione el material de guante conzideracion del fiempo de penetracion, &l precioc de tiempo de degradacion y
difiusion

Loz guanter protectoves seleccionados deben zavisfacer las especificacione: de Union Ewropea la Divectiva
E0GR0/EEC y el estandar EN 374 sacade de ello.

Maerial de los guanies

La eleccion del guante adecuado no depende imicamente del material, sine tambisn de ofras caracteristicas de
calidad, gue pueden variar de un fabricante a oo, Tewiendo en cuenra gue &l producte estd fabricade a partiv de
diferentes materiales, su calidad ne pusde ser avaluada de antemane, de modo gue los guantes debaran sar
controlados antes de su utilizacien.

Proweccion de ajos:

Cagftns de proteccicn.

Equipe de uso para prateccion de oje probada v aprebada baje estamdar dsl gebiermoe EN 166 {Union Europea).

SECCTON 9: Propiedades fisicas y quimicas

9.1 Informacion sobre propiedades fisicas v guimicas basicas
Dates generales
Aspecra:

Forma: Cristaling

Color: Blanco
Har: Suave
Umbral olfanve: No determinado.
valor pH: No aplicable
Cambio de estado

Pumnie de fusion /eampe de fusion: 172=C
Pumnte de ebullicion /vampeo de ebullicion: Indsterminade

Punro de inflamacién: No aplicable
Inflamabilidad (sslide, gaseiforme): No determinado.
Temperamra de ignicion:

Temperatura de descomposicion: No determinads.

Awmrsinflamabilidad- El producte no a5 auroinflamable
Peligro de explasion: El producte ne &5 explosive.
Limires de explosion:

Inferior: No determinado.

Superior: No determinado.

F oo et e ke 4
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Presidn de vapor: No aplicable.
Densidad a 20 °C: 0,54 glem’
Densidad relativa Mo determinads.
Densidad de vaper No aplicable.
Velocidad de evaperacion No aplicable.
Solubilidad en / miscibilidad con
Agua: Solubls
Coeficiente de reparto (n-octansl/agua):  No determinads.
Viscosidad
Ihndmicea: No aplicable.
Cinemdrica: No aplicable.
Diisolventes orgdnicos: 0%
Contenido de cuerpos solidos: 100.0 %2
9.2 Informacion adicional No exisien mas datos relevantes disponiblas

SECCION 10: Estabitidad y reactividad

10.1 Reactividad

10.2 Estabilidad quimica

Descomposicin termica / condiciones que deben evitarse: No ze descompone al emplearse adecuadaments.
103 Pasibilidad de reacciones peligrasas No se conocen reaccionss pelisroszas.

1014 Condiciones gue deben evitarse No sxizien mas dates relevamtes dizponibles.

1005 Materiales incompanbles: No existen mas daros relevantes disponibles.

106 Productes de descompasicion peligrases: No se conocen producios de descompesicion peligroses.

| Nombre comercial: Tris Base

{ 58 comtizma om paging 3 )
Efecios ecotonicos:
Observacion: No disponible
Indicaciones medioambientales adicionales:
Indicaciones genevales:
Nivel de riesgo pava el agua 1 {autoclazificacion); ezcazaments peligraso para el agua
En astade no diluido o no neutralizads, wo dgjar que s¢ infiltre en aguar subterransas, aguas superficialss o en
aleantarilladas.
125 Resultados de la valoracion PBT y mPmB
PET: No aplicable.
mPmB: No aplicabls.
12 6 Ovros efecios adversos No existen mas datos relevantes disponibles

SECCION 13: Consideraciones relativas a la eliminacion

13 1 Métodos para el ratamienio de residuos

Recomendacion:

La disposicion deberia ser de acuerds con leyes regionales, nacionalss y locales aplicablss y regulacionss.
Refierase a la Seccion 7: Mangje y Almacengje y la Seccion 8- Proteccion de Control/Personal de Exposicion
para informacisn de mangjo adicional y proteccion de empleados

Embalajes sin limpiar:

Recomendacisn: Eliminar conforme a las dispesiciones aficialss.

Producte de limpieza recomendade: Agua, evenmalments afiadiende productos de limpisza

SECCION 14: Informacion relativa al transporte

SECCION 11: Informacicn texicologica

111 Informacicn sabre las efectas toxacolagicos

Toxicidad aguda:

Valores LIVEC30 (dosts leval /dosis letal = 50%) relevantes para la clasificacion:
T7-86-1 -dmino-2{hydroxymethyl)-1,3-propanediol

Chral | LD 2900 mg/fg (Hart)

Efecre esamulanie primario:

En la piel: Frita la pisl y las mucosas

En el ajo: Produce irritacionss.

Semstbilizacion: No ze conoce ningim gfects sensibilizanie

Indicaciones roxicoldgicas adicionales:

En conformidad con &l procedimiente de calcule contenide en la wltima version de la Nermativa General ds
Clasificacion de la CE para Freparades, el producto tiens los siguienter rissgos:
Irritanis

SECCION 12: Informacion ecoldgica

12.1 Taxicidad

Tonicidad acudtica No datiose al ambiente acudtico.
12.2 Persisiencia y degradabilidad No disponible
12.3 Potencial de bioacumulacién No conocide

12 4 Movilidad en el suelo No existen mas datos relevanies disponibles.
(5% comtizme en pagma § )

B ]

14 1 Numero UN Ninguno
ADR. ADN, IMDG, L4T4 suprimido
14 2 Designacion aficial de ramsporee de las Naciones

Umidas Ningune
ADR, ADN, IMIMz, I4TA suprimide
14.3 Clase(s) de peligro para el mansporie Ningung
ADR, ADN, IMDG, I4T4

Clase suprimido
14 4 Grupe de embalaje Ningune
ADR. IMDWG, L4T4 suprimido
145 Peligros para ¢l medio ambiente:

Contaminante maring: No

14.6 Precauciones particulares para los usuarios No aplicable.
14.7 Transporte a granel con arreglo al anexo IT del

Convenio Marpel 73/78 v del Coadigo IBC No aplicabls.
"Reglamentacion Modelo™ de Ia UNECE: -

95
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4.6.9 Anexo N°9: Ficha de Datos de Persulfato de Amonio

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de scuerdo el Reglamento (CE) Mo. 1007/2008

ersion 5.3 Fecha de revision 18.06.2014

Fecha de impresidn 20.10.2014

GEMNERIC EU MSDS - MO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECCION 1: Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1 Identificadores del producto

Mombre del producto © Ammonium persulfate

Referencia AZETE

Marca Sigma

Mo. Indice 016-060-00-6

REACH Mo. Un ndmero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la
sustancia o sus wsos estan exentos del registro, el tonekaje anual no
requigre registro o dicho registro estd previsto para una fecha posterior

Mo. CAS T727-54-0

1.2  Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
=0z identificados Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
1.3  Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compariia . Sigma-tidrich
3030 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103
Usa

Teléfono o +1800-325-5832

Fax o +1800-325-5032

1.4  Teléfono de emergencia
Teléfono de Ungencia (314) 7766555

SECCION 2: Identificacion de los peligros
2.1 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacion de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008

Sdlidos comburentes (Categoria 3), H272

Iritacion cutaneas (Categoria 2), H315

Imitacion ocular (Categoria 2), H319

Sensibilizacién respiratoria (Categoria 1), H334

Sensibilizacién cutdnea (Categoria 1), H317

Toxicidad aguda, Oral (Categoria 4), H302

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposicion Gnica (Categoria 3), Sistema respiratorio,
H335

Para ¢l texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, véase la Seccion 16.

Clasificacion de acuerdo con las Directivas de la UE 67/548/CEE ¢ 1999/45/CE
o] Combursnte RE
:‘C!‘I Mocivo R22

2.3

Pictograma @

Palabra de advertencia Peligre

Indicacion(es) de peligro

H272 Puede agravar un incendic; comburents.

H302 Mocivo en caso de ingestion.

H315 Provoca imitacian cutanea.

H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H319 Provoca imitacién ocular grave.

H334 Pusde provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias
en caso de inhalacion.

H335 Pusde irritar las vias respiratorias.

Declaracion(es) de prudencia

P220 Maniener o almacenar alejado de la ropa/matenales combustibles.

P261 Evitar respirar € polvo.

P280 Llevar guantes de proteccion.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutes. Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el
lavado.

En caso de sintomas respiratorics: Llamar a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

nimgunc(a )

P242 + P211

Declaracion Suplementaria del
Peligro

Otros Peligros - ningunc{a)

Para e texto completo de las frazes de Riesgo v Seguridad mencionadas en esta Seccion, ver la Seccion
16

SECCION 4: Primeros auxilios
41  Descripcion de los primeros auxilios

Recomendaciones generales
Consultar a un médico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor que esté de senvicio.

5i es inhalado
Si aspird, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial.
Consultar a un médico.

SECCION 3: Composicionfinformacion sobre los componentes

31

Sustancias
Singnimos T AP
Ammenium percxodisulfate
APS
PER
Ammeonium peroxydisulfate
Formula HgM20g5o
Peso molecular 228,20 gimol
Mo. CAS TT27-54-0
Mo. CE 231-T86-3
Mo. Indice 016-060-00-6
Ingredientes peligrosos de acuerdo con el Reglamento (CE) N° 127212008
Componente [Clasificacion [ Concentracion
Diammonium peroxodisulphate
Mao. CAS TT27-54-0 O Sol. 3; Acute Tox. 4; Skin | ==100%
MNo. CE 231-TE6-5 Immit. 2; Eye Imit. 2; Resp. Sens.
Me. Indice 016-060-00-5 1; Skin Sens. 1; STOT SE 3;
H272, H302, H315, H317,
H318, H334, H335
Ingrediente peligroso segun la Directiva 1999/45/CE
Componente | Clasificacion | Concentracion
Diammonium peroxodisulphate
Mo. CAS TraV-54-0 O, ¥n, R 8- R22-R36/37/38 - | ==100"%
M~ ™F TUAI_TRR_ RAMA?
6.3 Métodos y material de contencidn y de limpieza
Limpiar y traspalar. Contener y recoger el derrame con un aspirador aislado de la eleciricidad o
cepillandole, y meterio en un envase para su eliminacidn de acuerdo con las reglamentaciones locales
(ver seccion 13). Guardar en contenedores apropiados y cemados para su eliminacion.
6.4 Referencia a otras secciones

Para eliminacion de desechos ver seccion 13.

SECCION T: Manipulacion y almacenamiento

74

Precauciones para una manipulacion segura

Evitese el contacto con los ojos y la piel. Evitese la formacion de polvo y asrosoles.

Debe disponer de extraccion adecuada en aquelles lugares en los gue =e forma polvo. Conservar alejado
de toda llama o fuente de chispas - Mo fumar Manténgase separado del calor y de las fuentes de ignicion.
‘Ver precauciones en la seccion 2.2




Si es utilizado en solucion, o mezclado con otras sustancias, y bajo condiciones diferentes de la
ENM 374, pormnerse en contacto con el proveedor de los guantes aprobades CE. Esta
recomendacion es meramente aconsejable y debera ser evaluada por un responsable de
seguridad e higiene industrial familiarizado con la situacion especifica de uso previsto por
nuestros clientes. No debe interpretarse como una aprobacion de oferta para cualquier escenario
de uso especifico.

Proteccion Corporal

Traje de proteccion completo contra productos gquimicos, El tipo de equipamiento de proteccion
debe ser elegido segln la concentracion y la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico
de trabajo.

Proteccion respiratoria

Donde & asesoramiento de riesgo muestre gue los respiradores purificadores de aire son
apropiados, usar un respuirador que cubra toda la cara tipo N100 (EEUU) o tipo P3(EN 143) v
cartichos de respuesto para controles de ingieneria. Si el respirador s la unica proteccion, usar
un respirador suministrado que cubra teda la cara Usar respiradores y componenetes testados v
aprobados bajo kes estandards gubemamentales apropiados come NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

Control de exposicion ambiental
Impedir nueves escapes o demames si puede hacerse sin niesgos. Mo dejar que el producto entre
en el sistema de alcantarillado. La descarga en el ambiente debe ser evitada.

SECCION 9: Propiedades fisicas v quimicas

9.1

Informacion sobre propiedades fizicas y quimicas basicas

a)

b)
c)
d)
€)

f)

g)

h)

i

K)

m}
n)
o)

p)

a)

Aspecto Forma: polvo

Color: blanco
Olor sin datos disponibles
Urmnbral cifative sin datos disponibles
pH 10-2a228ghlal25"C
Punto de fusion/ punto  sin datos disponibles
de congelacion
Punto inicial de sin datos disponibles
ebullicion e intervalo de
ebullicion

Punto de inflamacion sin datos disponibles
Tasa de evaporacion sin datos disponibles
Inflamabilidad (sdlido, sin datos disponibles

gas)

Inflamabilidad sin datos disponibles
supenorfinferior o

limites explosivos

Presion de vapor sin datos disponibles
Densidad de vapor 7,88 - (Are =1.0)
Crensidad relativa 1,980 glem3
Solubilidad en agua 228 gfla 20 *C - totalmente soluble
Coeficients de reparto  sin datos disponibles
n-octanoliagua

Temperatura de auto-  sin datos disponibles
inflamacion

Temperatura de sin datos disponibles

descomposicion

97

r)  Viscosidad sin dates disponibles

s} Propiedades explosivas  sin datos disponibles

t) Propiedades La sustancia o mezcla se clasifica como oxidante con la categoria 3.
comburentes

9.2  Otra informacion de seguridad

Densidad aparente 900 kgfm3
Densidad relativa del 7,88 - (Aire =1.0)
VEPOT

SECCION 10; Estabilidad y reactividad

101  Reactividad
sin datos disponibles
10.2 Estabilidad quimica

Puede descomponerse al exponerse al aire himedo o al agua.
Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

10,3 Posibilidad de reacciones peligrosas
sin datos disponibles
104 Condiciones que deben evitarse
sin datos disponibles
10.5 Materiales incompatibles
Agentes extremadamente reductores, Materiales organicos, Metales en polvo
10,6 Productos de descomposicion peligrosos
Otros productos de descomposicion peligrosos - sin datos disponibles
En caso de incendio: véase seccion 5

SECCION 11: Informacion toxicologica
111  Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda

DLSD Oral - rata - 689 mglkg

DLSD Cutaneo - rata - = 2.000 ma/kg
Corrosion o irmitacion cutaneas

Piel - conejo

Resultado: Mo imita a pisl

Lesiones o irritacion ocular graves
Ojos - congjo

Resultado: Mo imita los ojos

Qjos - congjo

Resultado: Ligera imitacion en los ojos
(OECD TG 405)

Sensibilizacion respiratoria o cutanea
- congjillo de indias

Resultado: Produce sensibilizacion.
(OECD TG 408)

Mutagenicidad en células germinales
=in datos disponibles

Carcinogenicidad

IARC: Mo =& identifica ningln componente de este producto, que presente niveles mayores que o
igual & 0,1% como agente carcindgeno humano probable, posible o confimado por la (JARC)



Agencia Intemacional de Investigaciones sobre Carcinggenos.

Toxicidad para la reproduccion

sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion Gnica
Puede irritar las vias respiratorias.

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposiciones repetidas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion

sin datos disponibles

Informacion Adicional

RTECS: SE0350000

Segun nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades
guimicas, fisicas y toxicologicas.

SECCION 12: Informacion ecologica

124

12.2

123

12.4

12.5

12.6

Toxicidad

Tozicidad para los
peces

Toricidad para las
dafmias y otros
invertebrados acudticos
Persistencia y degradabilidad

sin datos disponibles

Potencial de bicacumulacion

=in datos disponibles

Maovilidad en el suelo

sin datos disponibles

Resultados de la valoracion PET y mPmB

La valoracion de PBT / mPmB no estd disponible ya que la evaluacion de la sequridad quimica no es
necesaria { no se ha realizado

Oiros efectos adversos
Mocivo para los organismos acuaticos.

CLS0 - Oncorhynchus mykiss (Trucha insada) - 76 mgfl - 96 h

CESD - Daphnia magna (Pulga de mar grands) - 120 mgl -48h

SECCION 13: Consideraciones relativas a la eliminacion

134

Métodos para el tratamiento de residuos

Producto

Quemar en un incinerador apto para productos quimices provisto de postguemador v lavador,
procediendo con gran cuidado en la ignicion ya que este producto es extremadaments inflamable.
Ofertar el sobrante y las scluciones no-aprovechables a una compaiiia de vertidos acreditada.

Envases contaminados
Eliminar como producte no usado.

SECCION 14: Informacion relativa al transporte

144 Mumero OMU
ADRRID: 1444 IMDG: 1444 IATA: 1444
14.2 Designacién oficial de transporte de las Naciones Unidas
ADR/RID: PERSULFATO AMONICO
IMDG: AMMONIUM PERSULPHATE
LATA: Persulfato amdnico
Sigma - A3673 Pagna7 de B
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143 Clase{s) de peligro para el transporte

ADR/RID: 5.1 IMDG: 5.1 IATA: S5
144 Grupo embalaje

ADR/RID: I IMDG: Il IATA: N
14.5 Peligros para el medio ambiente

ADRRIC: no IMDG Contaminante marino: no  1ATAIno
146 Precauciones particulares para los usuarios

sin datos disponibles

SECCION 15: Informacion reglamentaria
La hoja técnica de sequridad cumple con los requisitos de la Reglamento (CE) No. 1907/2006.

151 Reglamentacion y legislacion en materia de seguridad, salud y medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla

sin datos disponibles

15.2 Evaluacion de la seguridad quimica
Para este producto no se ha llevado a cabo una evaluacion de la seguridad quimica

Sigma - A73

SECCION 16: Otra informacion
Texto integro de las Declaraciones-H referidas en las secciones 2 y 3.

Acute Tox. Towicidad aguda

Eye Irrit. Imitacidn ocular

H272 Puede agravar un incendic; comburente.

H302 Nocivo en caso de ingestion.

H315 Provoca imitacion cutanea.

H37 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H319 Provoca imitacién ocular grave.

H3x4 Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de
inhalacion.

H335 Puede irritar las vias respiratorias.

Ox. Sal. Sdlidos comburentes

Resp. Sens. Sensibilizacion respiratoria

Skim lrrit. Imitacion cutaneas

El texto completo de las frases-R referidas en los puntos 2y 3

o] Comburente

Xn MNocivo

RE Peligre de fuego en contacto con materias combustibles.

R22 Nocivo por ingestion.

R3IB3TI38 Irita los ojos, la piel y las vias respiratorias.

R42/43 Posibilidad de sensibilizacion por inhalacion y por contacto con la piel.

Otros datos

Copyright 2014 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccion en ndmero ilimitado de copias para
uso exclusivamente intermo.

La informacion indicada amiba se congidera comecta pero no pretende ser exhaustiva y deberd
utilizarse Unicamente como orientacion. La informacion contenida en este documento esta basada en
el presente estado de nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas
para el producto. No representa ninguna garantia de las propiedades del producto. La Corporacion
Sigma-Aldrich v sus Compaiiias Afiliadas, no responderan por ningln dafio resultants de la
manipulacion o contacto con el producto indicado arriba. Dirfjase a www_sigma-aldrich.com wo a los
términcs v condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de entrega_
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4.6.10 Anexo N°10: Ficha de Datos de TEMED

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo &l Reglaments (CE) Mo, 1907/2008

Version 5.2 Fecha de revision 23.05.2014

Fecha de impresién 20.10.2014

GEMERIC EU MSDS - MO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECCION 1: Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa
1.4  ldentificadores del producto

Momibre del producto © N N,N' N'-Tetrametil-1 4-fenilendiamina,
diclorhidrato

Referencia -T2 i

Marca . Fluka

REACH Mo. : Unnimero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la

sustancia o sus usos estan exentos del registro, el tonekaje anual no
requiere registro o dicho registro esta previsto para una fecha posterior
Mo. CAS o B3IT-01-4

1.2  Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos identificados Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
1.3  Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
Compafiia Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103
UsA
Teléfono : +1800-325-5832
Fax o +1800-325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia (314) 7766555

23

H335 Pusde iritar las vias respiratorias.
Declaracion(es) de prudencia
P261 Evitar respirar el polvo.

P305 + P351 + P338 EM CASO DE CONTACTC CON LOS QJOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varos minutes. Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes v pueda hacerse con facilidad. Proseguir con &l

lavado.

Declaracion Suplementaria del  ninguno(a)
Peligro

Otros Peligros - ninguno{a)

SECCION 2: Identificacion de los peligros
24  Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacidn de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008

Imitacion cutaneas (Categoria 2), H315

Imitacion ocular (Categoria 2), H319

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposicion Unica (Categoria 3), H335

Para &l texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccidn, véase la Seccidn 16.

Clagificacion de acuerdo con las Directivas de la UE 67/548/CEE & 1999/45/CE
Xi Irritante R3E/37138

El testo completo de las frases R mencionadas en esta Seccion, se indica en la Seccion 16.
2.2  Elementos de la etiqueta
Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008

Pictograma
Palabra de advertencia Atencion
Indicacion(es) de peligro
H315 Provoca imitacion cutanea.
H319 Provoca imitacion ocular grave.
Fluka - 37290 Pagnal de 7

SECCION 3: Compesicionfinformacion sobre los componentes

31

Sustancias

Formula : CygH4qgN2 - 2HCI
Peso molecular : 237,17 g/mol

Mo. CAS o B3T-014

MNo. CE © 211-274-8

Ingredientes peligrosoes de acuerdo con el Reglamento (CE) N° 1272/2008
Componente

| Clasificacion | Concentracion

M, N, N'-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride

Mo. CAS 637-01-4 Skin Imit. 2; Eye Imit. 2; STOT | ==100%
Mo. CE 211-274-8 SE 3; H315, H319, H335

Ingrediente peligroso segun la Directiva 1999/45/CE

Componente [Clasificacion [ Concentracion
LM, N, N'-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride

MNo. CAS 637014 Xi, R368/37138 <=100 %

MNo. CE 211-274-8

Para &l texto completo de las frases de Riesgo y Seguridad mencionadas en esta Seccion, ver la Seccion
16

SECCION 4: Primeros auxilios

4.1

4.2

Fluka - 37200

Descripcion de los primeros auxilios

Recomendaciones generales
Consultar a un médico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor que esté de sendcio.

Si es inhalado
Si aspird, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial
Consultar a un medico.

En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabdn y mucha agua. Consultar a un médico.

En caso de contacto con los ojos
Lavess a fondo con agua abundants durants 15 minutas por lo menaos v consulte al médico.

Si es tragado
MNunca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua.
Consultar a un medico.

Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Los sintomas y efectos mas importantes conocidos se describen en la etigueta (ver seccidn 2.2)yi/oenla
seccion 11

Pagna2 de T




4.3

Indicacidn de toda atencidn médica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse
inmediatamente
sin datos disponibles

SECCION 5: Medidas de lucha contra incendios

5.1

5.2

5.3

5.4

Medios de extincion

Medios de extincion apropiados

Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o didxido de carbono.
Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla

Oxidos de carbono, dxidos de nitrdgeno (MOx), Gas clonuno de hidrégeno
Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios

Si es necesario, Usar equipo de respiracién autdnomo para la lucha contra el fuego.

Otros datos
sin datos disponibles

SECCION 6: Medidas en caso de vertido accidental

6.1

6.2

6.3

6.4

Precauciones personales, equipo de proteccidn v procedimientos de emergencia

Utilicese equipo de proteccion individual. Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la
neblina o el gas. Aseglrese una ventilacion apropiada. Evacuar el personal a zonas seguras. Evitar
respirar el polvo.

Equipo de proteccion individual, ver seccién 8.

Precauciones relativas al medio ambiente

Mo dejar que &l producto entre en el sistema de alcantarillado.

Métodos y material de contencion y de limpieza
Recoger y preparar la eliminacion sin originar polvo. Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores
apropiados y cemados para su eliminacion.

Referencia a otras secciones
Para eliminacion de desechos ver seccion 13.

SECCION T: Manipulacion y almacemnamiento

71

7.2

7.3

Precauciones para una manipulacion segura

Evitese el contacto con los ojos y la piel. Evitese |la formacion de polvo y asrosoles.

Diebe disponer de extraccion adecuada en aquellos lugares en los que == forma polvo. Disposiciones
normales de proteccion preventivas de incendio.

Ver precauciones en la seccion 2.2

Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase herméticaments cermrado en un lugar seco y bien
ventilado.

Sensible a la luz.

Usos especificos finales
Aparte de los usos mencionades en la seccion 1.2 no se estipulan otros usos especificos

e g —

Proteccion de los ojos/ la cara

Gafas de seguridad con protecciones laterales conformes con la EN166 Lse equipo de proteccion
para los ojos probado y aprobado segin kas nomas gubemamentales comespondientes, tales
como NIOSH (EE.UU.) o EN 168 (UE).

Proteccion de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser inspeccionados antes de su uso. Utilice la técnica
comecta de quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el contacto
de la piel con este producto. Deseche los guantes contaminados después de su uso, de
conformidad con las leyes aplicables y buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.

Los guantes de proteccién seleccionados deben de cumplir con las especificaciones de la
Directiva de la UE 89/686/CEE y de la norma EN 374 derivado de ello.

Sumercion

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0,11 mm

Tiempo de perforacion: 480 min

Material probado:Dermatrik® (KCL 740 f Aldrich Z677272, Talla M)

Salpicaduras

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0,11 mm

Tiempo de perforacidn: 480 min

Material probado:Dermatrik® (KCL 740 f Aldrich 2677272, Talla M)

origen de datos: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Teléfono +49 (0)6659 87300, e-mail
sales@kcl.de, Método de prueba: EN374

Si es utilizado en solucion, © mezclado con otras sustancias, y bajo condiciones diferentes de la
EN 374, pomerse en contacto con el proveedor de los guantes aprobades CE. Esta
recomendacion es meramente aconsejable y debera ser evaluada por un responsable de
seguridad e higiene industrial familiarizado con la situacion especifica de uso previsto por
nuestros clientes. Mo debe interpretarse como una aprobacion de oferta para cualguier escenario
de uso especifico.

Proteccion Corporal
indumentaria impermeable, El tipo de eguipamiento de proteccion debe ser elegido segun la
concentracion y la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico de trabajo.

Proteccion respiratoria

Para exposiciones molestas use respirador de particulas tipo P25 (EE_UU.) o tipo P1 {UE EN
143). Para un nivel de proteccion mayor use cartuchos de respirador tipo OVIAGP99 (EE.UU ) o
ABEK-P2 (LE EN 143). Usar respiradores y componenetes testados y aprobados bajo los
estandards gubemamentales apropiades como MIOSH (EEUL) o CEN (UE)

Control de exposicion ambiental
Mo dejar que el producto enfre en el sistema de alcantarillado.

SECCION & Controles de exposicion/proteccion individual

8.1

8.2

Fluka - 37880

Parametros de control
Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
Controles de la exposicion

Controles técnicos apropiados
Manipular con las precauciones de higiene industrial adecuadas, y respetar las practicas de seguridad.
Lavense las manos antes de los descansos v después de terminar la jornada laboral.

Pagna3 de T

SECCION 9: Propiedades fisicas y quimicas

9.1  Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas
a) Aspecto Forma: solido
Color: beige
b) Olor sin datos disponibles
c]  Umbral olfativo =in datos disponibles
d) pH sin datos disponibles
g) Punto de fusion/ punto  Puntofintervalo de fusidn: 222 - 224 °C - lit.
de congelacion
f) Punto inicial de sin datos disponibles
ebullicion e intervalo de
Fluka - 37580 Pagnad de 7
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al
hj

n

k)
I
m)
n)
ol

2]

ql

n
s)
t)

ebullicion

Punto de inflamacion
Tasa de evaporacion
Inflamabilidad (sélido,
gas)

Inflamabilidad
supernicrfinfencr o
limites explosivos
Presién de vapor
Drensidad de vapor
Densidad relativa
Solubilidad en agua

Coeficiente de reparto
n-octanolfagua

Temperatura de auto-
inflamacion

Temperatura de
descomposicion

“iscosidad
Propiedades explosivas

Propiedades
comburentes

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles
aprox.50 gl

sin dates disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin dates disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles

9.2  Otra informacidn de seguridad
=in datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves

sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea

sin datos disponibles

Mutagenicidad en células germinales

sin datos disponibles

Carcinogenicidad

lARC: Mo se identifica ningln companente de este producto, que presents niveles mayores que o

igual a 0,1% como agente carcindgeno humano probable, posible o confirmadao por la (LARC)
Agencia Internacional de Investigaciones sobre Carcindgenos.

Toxicidad para la reproduccicn

sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion amica
Inhalacion - Puede imitar las vias respiratorias.

Toxicidad especifica en determinados organos - exposiciones repeticdas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion

sin datos disponibles

Informacion Adicional

RTECS: sin datos disponibles

Segun nuestras informaciones, creemos gue no =& han investigado adecuadamente las propiedades
quimicas, fisicas v toxicologicas.

SECCION 10: Estabilidad y reactividad

101  Reactividad
=in datos disponibles

10.2 Estabilicad quimica

Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

10.3 Posibilidad de reacciones peligrosas
=in datos disponibles

10.4 Condiciones gue deben evitarse
sin datos disponibles

10.5 Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

10.6 Productos de descomposicion peligrosos

Otros productos de descomposicidn peligrosos - sin datos disponibles

En caso de incendio: véase seccion 5

SECCION 12: Informacion ecologica

124

12.2

123

12.4

12.5

12.6

Toxicidad
sin datos disponibles

Persistencia y degradabilidad
sin datos disponibles
Potencial de bioacumulacion
sin datos disponibles

Maovilidad en el suslo
sin datos disponibles

Resultados de la valoracion PBT y mPmB
La valoracion de PET / mPmB no esta disponible ya que la evaluacion de la seguridad quimica no es
necesaria / no se ha realizado

Otros efectos adversos
sin datos disponibles

SECCION 11: Informacion toxicoldgica
111 Informacion sobre los efectos toxicoldgicos

Toxicidad aguda

zin datos disponibles

Inhalacién: sin datos disponibles

Corrosién o irmitacion cutineas

sin datos disponibles
Fluka - 37290
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SECCION 13: Consideraciones relativas a la eliminacion

134

Fluka - 37230

Métodos para el tratamiento de residuos

Producto

Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compaiiia de vertides acreditada. Para la
eliminacion de este producto, dirigirse a un servicio profesional autorizado. Disolver o mezclar el
producto con un solvente combustible y quemario en un incinerador apto para productos quimicos
prowisto de pestquemador y lavador.

Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.

101
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4.6.11 Anexo N°11: Manejo de los Modelos Animales Experimentales

Fotografias N°1: Microambiente de modelos animales experimentales

Fotografias N°2 y 3: Identificacion de cada modelo animal en jaulas




Fotografia N°4: Raton inoculado con 3NP: Rigidez en la cola

Fotografia N°5: Raton 3NP + ARNI

Fotografia N°6 y 7: Alimentacidn de los modelos animales experimentales

103



Fotografias N°8 y 9: Suministro de agua a modelos animales experimentales

Fotografias N°10 y 11: Peso de los modelos animales experimentales

Fotografia N°12: Sujeccion y aplicacion de ARNi /3NP/Ketamina y Xilocina




Fotografia N°13: Raton sedado y Asegurado antes de Perfusion

Fotografias N°14 y 15: Inicio de la Perfusién del Ratén
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Fotografia N°16: Inyeccion de solucion salina en el ventriculo izquierdo del

corazén

Fotografias N°17 y 18: Aclaramiento del higado, despues de la inyeccion de

solucion salina
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Fotografias N°19 y 20: Cerebros extraidos

-

| control b & ;

e

4.6.13 Anexos N°12 y 13: Procedimientos de la investigacion y Resultados

Fotografia N°21 y 22: Caracteristicas macroscépicas de los modelos

experimentales tratados con 3-NP y Control negativo

Dario en los miembros inferiores

Ratén Control sin dafios
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Fotografia N°23: Concentraciones de ARNi

Fotografia N°24: Muestras de Tejido para analisis de electroforesis

Fotografia N°25: Soluciones para llenar gel de policrilamida
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Fotografia N°26: Llenado del gel de poliacrilamida

109



Fotografia N°28: Llenado de muestras en el gel de poliacrilamida

Fotografia N°29: Sistema de Gel de Electroforesis conectado a la fuente de

voltaje
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Fotografia N°30 y 31: Corrida de las muestras
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Fotografia N°34 y 35: Gel en Solucion de Impregnacion
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Fotografia N°37 y 38: Gel en Solucion de Revelado

Fotografia N° 39: Gel de policrilamida (No hay bandas de proteinas)

R o Wi

Escalera de Bandas

Sin expresion de bandas
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4.6.14 Anexo N°14: Condiciones para el manejo de modelos animales

experimentales:

- Microambiente: EI ambiente fisico que rodea al raton es la jaula o caja disefiadas

para facilitar el bienestar, estas pueden ser de metal o plastico. Las
caracteristicas que debe cumplir son: proporcionar un espacio adecuado para la
proteccion de amenasas y para que el modelo experimental tenga un espacio
suficiente para moverse y expresar las posturas normales de conducta, una
ventilacion adecuada, facilidad al acceso de agua y alimento, permitir la
observacién del modelo experimental y un lecho o cama de material absorbente.

- Aqua: 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 nutricion del animal. La composicion
del alimento. La composicion del alimento debe ser digerible. Estar libre de
harina de pescado, aditivos, drogas, hormonas, antibiéticos, pesticidas o
contaminantes patdgenos. ElI consumo diario de alimento debe ser de 3 a 6
gramos.

- Aire y Ventilacién: La ventilacion es importante para controlar la humedad, el

calor y los gases toxicos.
- Temperatura y Humedad: La temperatura adecuada es de 20 a 25 °C y la

humedad ambiental entre 40 y 70%.

- Numinacién: La distribucion de la iluminacién debe ser adecuada para el
mantenimiento, inspeccion 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 adaptacion de los modelos animales
experimentales desde su adquisicion hasta su uso para tener animales méas 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 funcion. En el lavado de jaulas y de los
frascos bebederos se debe utilizar detergente sobre la superficie interna de los
mismos Yy desinfectarlos con agua caliente 0 con algun desinfectante como

hipoclorito de sodio.

El sistema de control de todos los modelos experimentales tiene un registro para la
identificacion, controles, inoculaciones y operarios responsables del proyecto de

investigacion.

El manejo de los modelos animales experimentales se realiza a través de la
inmovilizacion de los mismos al sujetarlos por la zona media de la cola, ubicando la
cola entre los dedos anular y mefiique, sujetar rapidamente la piel de la parte superior

del cuello y hombros y finalmente levantar el animal (Fuentes et. alt, 2008).
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4.6.15 Anexo N°15: Preparacion y Administracion Acido 3- Nitropropionico
(3-NP)

La formula utilizada para la administracion del quimico es la siguiente:

Tabla N° 14: Formula Acido 3- Nitropropionico

Formula Dosis Formula para ratones
Acido-3
; Fr 1Kg 12mI3NR1000 ul
NItI"OpFOpIOI’]ICO 12 m| /kg 3NP (ul) = Peso ratéon Lg) g * “
1000g 1kg 1ml
(3-NP)

La administracion del acido 3 nitropropidnico (3-NP) en los modelos animales
experimentales se realizo a través de la via intraperitoneal usando jeringas de 1ml y de
bisel pequefio. Se aplico la sujecion del ratdn con una mano y se inmovilizé la pata
izquierda con una inclinacién hacia la cabeza para que se produzca un desplazamiento
de las visceras con el objetivo de no lesionar ninguna. Inmediatamente se insertd la
aguja de la jeringa en la piel del raton 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 puncion en el interior del intestino.

Figura N° 3: Sujecion del raton (Fuentes Paredes et. alt, 2008)

Se recomienda que la administracion del quimico se realice de forma lenta ya que
una rapida administracion podria causar dafio en el tejido y hemorragia provocado por

la presion interna.
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4.6.16 Anexo N°16: Preparacion y Administracion de Anestésicos para

modelos animales experimentales

Tabla N° 15: Formula de Anestésicos para ratones

Formula Dosis Formula para ratones
Anestesico
- 0, 8 mlketamina 1000 ul
Ketamina 0.8 Ketamina (ul) = Peso raton {Kg> *
1kg 1ml
ml
kg
— 0,8 miXilocina 1000 ul
Xilocina 0.2 Xilocina (ul) = Peso raton (kg) *
mi/kg e o

El ratén al encontrarse sedado se lo colocd en una superficie lisa con el abdomen
hacia arriba y con las patas aseguradas a cada extremo. Enseguida, se tomo con pinzas
la piel a nivel del diafragma y se corta para exponer el higado y el corazén.

Al exponer el corazon del modelo animal experimental, se inyecta en el ventriculo
izquierdo con una aguja de mariposa. Se corta inmediatamente la auricula derecha y se
dispensa 10 ml de solucion salina hasta que el higado se aclaré a un color café tenue.

Finalmente se dispensd 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 craneo y se retira el cerebro con cuidado. Al terminar la extraccion
de cerebro se lo pone en un tubo con paraformaldehido para su posterior analisis.

La perfusion se realizd 24 horas después de la Gltima dosis de 3MP (Acido 3

nitropropionico).
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4.6.17 Anexo N°17: Preparacion y Administracion de ARN de interferencia

Tabla N° 16: Formula de Solucién Madre de ARNi

Total Ratones a Inocular: 8 ratones
Peso Ratones Cantidad de Solucion Madre
1 raton pesa 20 g, 200 ul
8 ratones (aprox. c/u 25g) 200g X
Total Solucién Madre 2000 ul

La solucién madre tiene una concentracion de 3-mg/mL de duplex siRNA en la
resuspension con 500ul de agua ADNasa / RNasa libre. Se recomienda que si es

necesario poner la solucién en un vortex para resuspender completamente.

Para la preparacion de 500 ul de una solucién de ARNsi 1.5-mg/mL, se realiza
mediante la mezcla de 250 ul de solucion madre de ARNsi a 3 mg / ml con 250 ul de
tampon. Esta solucion se mezcla junto con la invivofectamina, se incubo durante 30
minutos a 50°C y se centrifugo brevemente para recoger la solucion final. El volumen

final para la inyeccion al modelo experimental es de 500 ul.

La dosificacion de concentraciones para la administracion del ARNi se realizd
segun el peso de cada modelo animal experimental ya que en volumentipico la
administracion sistétmica de 200 ul (para una inyecciobn a baja presion)
en concentraciones de 50 a 500mM. Esta combinaciéncorrespondea un rango de dosis

de ARNi como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla N° 17: 1° Concentracién de ARNi

Dosis (mg/kg) | Nmol siRNA/Dosis | Concentracion 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 preparacion de las concentraciones en los modelos animales experimentales

se indica en la siguiente tabla:

Tabla N° 18: 1° Preparacion de concentraciones de ARNi

PREPARACION DE CONCENTRACIONES
Férmula: C1*VI=C2*V2

Volumen Final de Solucién ARN de interferencia: 500 ul

Datos: Para concentracion 7,4 nmol siRNA
C1=1,5 mg/ml siRNA vl 1.5 % 0.25

2 = = 0.050 ml
V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII V2 74
Co=74 = 50.67 ul
V2=X Volumen Ambion® siRNA FVII en

449.33 buffer complexion

Datos: para concentracion 14.8 nmol siRNA

C1=1,5 mg/ml siRNA _C1VI  1.5%0.25

V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII TV T s DM
22148 = 25.33 ul
V2=X Volumen Ambion® siRNA FVII en
474.66 buffer complexion
Datos: para concentracion 29.6 nmol siRNA
C1=1,5 mg/ml siRNA 2 = C1vI _ 1.5 % 0.25 = 0.012m
V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII V2 29.6
C2=29 6 = 12.66ul
V2=X Volumen Ambion® siRNA FVII en

487.66 buffer complexién

Datos: para concentracion 74,0 nmol siRNA

C1=1,5 mg/ml siRNA

_C1VI 15025

C2 = 0.012ml
V1= 250ul (0.25 ml) siRNA FVII V2 74.0
C2=74.0 = 5.06 ul
V2=X Volumen Ambion® siRNA FVII en

494.93 buffer complexion
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4.6.18 Anexo N°18: Técnica de Electroforesis de proteinas

Preparacion del sistema de electroblotting: Para comenzar el funcionamiento del

electroblotting se limpid 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 dafio en la silicona. La unidad de electroblotting esta lista para

la preparacion del gel.

Ensamble del sistema de electroblotting: Se ubico junto ala placa espaciadora de

vidrio plano con la placa dentada para insertar el interior de barra de presion con
el modulo sobre una superficie plana. Se apreté completamente los tornillo
sasegurandose que la unidad no tambalee para poner la solucién de gel y dejar

solidificar. Entonces en la solucion del gel insertar el peine de apilamiento.

Seleccidn del Gel: Para la seleccion del gel se debi6 tener cuidadoal seleccionar

el tamafiode porodel gel. Estas férmulasson para Trisglicina geles de SDS. El
tamafio de los poros del gel determina la capacidad de resolver diferentes
tamafos de proteina. La tabla siguiente detalla que porcentaje de gel para usar
para separar los tamafos de las proteinas indicadas. Para la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) se utiliz6 un gel del 12%.

Tabla N° 19: Resolucién de Separacion de gel segun porcentaje de Acrilamida

Porcentaje Acrilamida Resolucién de Separacion
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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- Preparacion del gel:

La preparacion de la solucion de gel de separacién para dos 10x10 utilizando geles

de 1mm de espaciadores es descrita en la siguiente tabla:

Tabla N° 20: Preparacion de Gel de poliacrilamida

Solucion 5% 7.5% 10% 12% 15% 17.5%
Agua destilada 87mL | 75mL |6.3mL |525mL |3.7mL |2.5mL
30% de Solucion Stock | 2.5mL | 3.75mL | 5SmL 6mL 7.5mL | 8.75mL
Acrilamida

4 X Tris SDS solucién pH 8.8 | 3.75mL | 3.75mL | 3.75mL | 3.75mL | 3.75mL | 3.75mL
10% Persulfato de amonio 150ul | 150ul | 150ul | 150ul | 150ul | 150 ul
TEMED 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul
(Tetramethylethylenediamine)

Para la preparacion de las soluciones 30% Solucion Stock Acrilamida, 4X Tris

SDS y 10% Persulfato de amonio se siguieron las siguientes tablas:

Tabla N° 21: Preparacién de Solucion Stock 4X Resolving

Stock 4X Resolving Gel tris (1.5 M trisHCI 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 HCI

Ajustar el volumen final a 200 mL con Agua destilada

Tabla N° 22: Preparacion de Solucion Stock 4X Staking

Stock 4X Staking tris (0.5 M trisHCI 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 HCI

Ajustar el volumen final a 200 mL con Agua destilada
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Tabla N° 23: Preparacion de Solucion Persulfato de amonio

10% APS solucion persulfato de amonio

0.1 g de persulfato de amonio

1 ml de agua destilada

Tabla N° 24: Preparacion de Solucion Stock de Gel Acrilamida 30%

Solucion Stock de Gel de Acrilamida 30%
3009 Acrilamida
08¢ Bisacrilamida metileno
100ml Agua destilada

Al tener preparado la solucion del gel se lleno las placas de vidrio hasta la linea de
los peines y se evitd la generacion de burbujas de aire. El llenado se realiz6 rapidamente
antes de que el gel sea demasiado viscoso. Se dejé que el gel de resolucién se
polimerice. Esto por lo general toma de 15 a 3 minutos. Es recomendable que si el
tiempo de polimerizacion es excesivo, use un material fresco de solucién de persulfato

de amonio.

Tabla N° 25: Preparacién de Solucion 1X Tris glicina

1X Trisglicina tank buffer SDS
750 ml de 4X Tris glicina tank buffer SDS
30 ml de 10% SDS
3 L de agua destilada

Afiadir agua destilada para un volumen final de 200 ml

- Preparacion de la proteina para la carga en el gel:

Desparafinacién de tejidos:

Tomar las muestras y afiadir 1 ml de xilol precalentado a 50 °C 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
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lavar con etanol absoluto, etanol al 95% y etanol al 70%, cada cambio fue
antecedido por una centrifugacion a 10000 rpm por cinco minutos.

Extraccién de proteinas:

Las muestras que tienen 1 mg de tejido se adicionan 1 ml de tampon de lisis
rdpidamente al tubo, homogeneizar con un homogeneizador, mantener la agitacion
constante durante 2 horas a 4 ° C. Después se centrifuga durante 20 minutos a 12.000
rom a 4 ° C en una microcentrifuga. Retire con cuidado los tubos de la

centrifuga y aspirar el sobrenadante y colocar en un tubo nuevo; descartar el sedimentar.

Tabla N° 26: Preparacion de Solucién Tampon de Lisis

Tampodn de Lisis
150 mM Cloruro de sodio
1,0% Triton X-100
50 mM Tris pH 8,0

Para la preparacion de la carga de las proteinas el volumen de la muestra dependié

de la capacidad de los pocillos.

Para la desnaturalizacién se calienta las muestras durante 2 minutos y se
centrifuga las muestras enuna microcentrifuga durante 20 segundos a 12.000 rpm. Las

muestras de proteinas ya estan listas para cargar.

- Carga de las proteinas: Se transfirio el gel interior en el tanque principal en la

orientacion correcta, se llend el tanque exterior con tampon de reserva. El tanque
interno minimo se llena justo antes de inundar la parte inferiorde las placas de
vidrio, minimo, (250 ml) lo que puede afectarla resolucion. La carga de las
muestras en los posillos se realizo utilizando una punta de pipeta teniendo
cuidado de no dafar los pozos o crear burbujas de aire y se debe tener en cuenta

la orientacion en la que las muestras se cargan.

-Funcionamiento del gel: Se coloco la tapa del sistema de electroblotting y se

conectd a una fuente de alimentacion. Para correr un gel se utiliza un voltage de 90 a

225 voltios. La condicion de potencia recomendada para una resolucion éptima con
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minima distorsion de banda térmica es de 150 voltios, con un ajuste de voltaje
constante. Los tiempos de ejecucion varian con la concentracion y tamafio de proteinas.
El tiempo habitual de ejecuciones de aproximadamente 40 a 45 minutos. Durante 45
minutos de ejecucion, la corriente disminuira lentamente hasta aproximadamente 20mA
por el gel. Esto es causado por el cambio de iones del tampdnen 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 alimentacionantes de retirarla
tapa. Se retira el médulo del gel después de vaciar el buffer interno en el tanque
principal y se afloja los seguros de presion 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 tampdn y luego levantandolo suavemente con una espatula. EIl gel esta
listopara su posterior anlisis.

-Anélisis del gel: El gel al finalizar su corrimiento se colocd en:

- Solucién de Fijacién: EI gel debe permanecer en la solucién fijadora por 15

minutos.

Tabla N° 27: Preparacion de Solucién de Fijacion

Solucion de Fijacion
25ml de Etanol Absoluto
0,7 ml de Acido Acético
Aforar a 250 ml de Agua destilada

-Solucion de Impregnacion: El gel debe permanecer en la solucion de

impregnacion por 10 minutos en agitacion constante

Tabla N° 28: Preparacién de Solucion de Impregnacion

Solucion de Impregnacion
0,15 gr de Nitrato de Plata (AgNO3)
50 ml de Solucién Fijadora
100 ml de Agua destilada
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- Solucion de Enjuague: Al terminar con la impregnacion, se realiz6 un enjuague

con agua destilada por 1 minuto.

Solucion de Revelado: Terminado el enjuague, se procedid al revelado y se agita

hasta que se vean las bandas.

Tabla N° 29: Preparacion de Solucion de Revelado

Solucion de Revelado
2 gr de Hidroxido de Sodio (NaOH)
1 ml de Formaldehido
140 ml de Agua destilada

Se dejo secar el gel por algunos minutos y se lo llevd a la plataforma de luz para
fotografia.
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4.6.19 Anexo N°19: Datos de modelos animales experimentales inoculados

con 3- &cido Nitropropionico (3-NP)

Tabla N° 30: Datos de ratones en cada dosis de 3 NP

Ratones inoculados con Acido 3 Nitropropidnico

N° de|1°Dosis3NP | 2°Dosis3 NP | 3°Dosis 3 NP Observacion
Raton
1 | Somnolencia, Movimientos Movimientos
comportamiento | ondulantes, ondulantes, Pérdida severa de peso
pasivo, marcha | disminucion de | disminucion de | aproximadamente de 5
descoordinada, | la actividad | la actividad | gr. del 16/07/2013 al
sin rigidez en la | motora, pérdida | motora, pérdida | 18/07/2013
cola de movimiento | de movimiento
de patas traseras | de patas traseras | Pérdida total de
y de vision. y de vision. movimientos de patas
Pérdida de | Pérdida de | traseras, disminucion total
apetito y de|apetito y de | deactividad motora.
consumo de | consumo de
agua. agua. No realiza ningdn
Movimi Movimie | movimiento,
entos anormales | ntos anormales | aparentemente ciego.
como temblor y | como temblor y
leve rigidez de | rigidez de la | Ademas de pérdida de
la cola cola. Aun | apetito y de consumo de
mantiene agua
sensibilidad de
cola 'y patas | Se realiza perfusion el
traseras 18/07/2013 con un peso
de 0.01546 kg ya que no
presenta esperanza de
vida.
2 | Somnolencia, Movimientos Movimientos
comportamiento | ondulantes, ondulantes,
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pasivo, marcha

disminucién de

disminucién de

descoordinada, | la actividad | la actividad
sin rigidez en la | motora motora
cola Movimientos Movimientos
anormales anormales como
como temblor y | leve rigidez de
leve rigidez de | la cola.
la cola Presenta
leve temblor.
Comport
amiento pasivo,
no agresivo.
Pérdida
leve de
movimiento
patas traseras.
Consum
0 mayor de agua
Somnolencia, Movimientos Movimientos
comportamiento | ondulantes, ondulantes,

pasivo, marcha
descoordinada,
sin rigidez en la

cola

disminucion de
la actividad
motora
Movimientos
anormales
como temblor y
leve rigidez de

la cola

disminucion 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

Somnolencia, Somnolencia, Muerto No resistio la 2° dosis de
comportamiento | comportamiento | 15/07/2013 3NP
pasivo, marcha | pasivo marcha Alcance de la dosis de
descoordinada, | descoordinada 3NP del 29% (2 de 7
sin rigidez en la | Movimientos inyecciones)
cola ondulantes,

disminucion de

la actividad

motora
Somnolencia, Movimientos Movimientos
comportamiento | ondulantes, ondulantes,

pasivo, marcha
descoordinada,
sin rigidez en la

cola

disminucion 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

disminucion 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
cién de apetito y

consumo mayor
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de agua

Somnolencia, Somnolencia, Muerto No resistio la 2° dosis de
comportamiento | comportamiento | 15/07/2013 3NP
pasivo, marcha | pasivo marcha
descoordinada, | descoordinada Alcance de la
sin rigidez en la Movimi dosis de 3NP del 29% (2
cola entos de 7 inyecciones)
ondulantes,
disminucion de
la actividad
motora
Somnolencia, Movimientos Movimientos
comportamiento | ondulantes, ondulantes,

pasivo, marcha
descoordinada,
sin rigidez en la

cola

disminucion 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

disminucion 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

0 mayor de agua
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8 | Somnolencia, Somnolencia, Muerto No resistio la 2° dosis de
comportamiento | comportamiento | 15/07/2013 3NP
pasivo, marcha | pasivo marcha
descoordinada, | descoordinada
sin rigidez en la | Movimientos Alcance de la
cola ondulantes, dosis de 3NP del 29% (2
disminucion de de 7 inyecciones)
la actividad
motora
9 | Somnolencia, Somnolencia, Muerto No resistio la 2° dosis de
comportamiento | comportamiento | 15/07/2013 3NP
pasivo, marcha | pasivo marcha Alcance de la dosis de
descoordinada, | descoordinada 3NP del 29% (2 de 7
sin rigidez en la inyecciones)
cola
10 | Somnolencia, Movimientos Muerto No resistié la 2° dosis de
comportamiento | ondulantes, 15/07/2013 3NP

pasivo, marcha
descoordinada,
sin rigidez en la

cola

disminucién de
la actividad

motora

Alcance de la dosis de
3NP del 29% (2 de 7

inyecciones)
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4.6.20 Anexo N°20: Datos de modelos animales experimentales inoculados
con 3- acido Nitropropidnico (3-NP) y tratados con ARN de interferencia (ARNi)

Tabla N° 31: Datos de ratones con 3 NP + ARNi

Ratones inoculados con 3NP + ARNi

N° de | Semana Descripcion Observacion
Raton
1 Tercera
Aumento de peso desde la
Movimientos normales, | inoculacion con ARNi
actividad motora en
aumento, recuperacion
de movimiento de
2 Tercera | patas traseras Aumento | Aumento de peso desde la
de apetito y de consumo | inoculacién con ARNi
3 Tercera | de agua. Aumento de peso desde la
Movimientos anormales | inoculacion con ARNi
como temblor y rigidez
de la cola disminuidos
4 Tercera Aumento de peso desde la
inoculacion con ARNi
5 Tercera

Movimientos normales,
actividad motora en

aumento,

Aumento de peso desde la

inoculacién con ARNi
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Aumento de apetito vy

de consumo de agua.

6 Tercera | Movimientos anormales | Aumento de peso desde la
como temblor y rigidez | inoculacion con ARNi

7 Tercera | de la cola disminuidos | Aumento de peso desde la
Comportamiento inoculacion con ARNi
pasivo, no agresivo.

8 Tercera Aumento de peso desde la

inoculacion con ARNi

9 Tercera | Movimientos normales,
actividad motora en | Aumento de peso desde la
aumento, recuperacion | inoculacion con ARNi
de movimiento de
patas traseras Aumento
de apetito y de consumo
de agua.
Movimientos anormales
como temblor y rigidez
de la cola disminuidos

10 Tercera | Modelo experimental muerto en la dosis de 3-NP

utilizado como control

132




