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DATOS DEL CENTRO

De abril a julio de 2024 realicé mi estancia de practicas curriculares con el grupo de
Neurobiotecnologia de la Univeristat Jaume I (UJI). El grupo esta liderado por Ana Maria
Sanchez Pérez y conformado por otras estudiantes del programa Phd que estan

desarrollando su tesis doctoral en dicho grupo. La UJI (https://www.uji.es) es un centro

universitario publico situado en la ciudad de Castellon de la Plana y fundado en 1991.
Esta universidad estd conformada por la Facultad de Ciencias Juridicas y Economicas, la
Facultad de Ciencias Humanas y Sociales, la Escuela Superior de Tecnologia y Ciencias
Experimentales y por la Facultad de Ciencias de la Salud, a esta tltima corresponde el
grupo en el que he trabajado los ultimos meses.

El grupo de Neurobiotecnologia de la UJI (http://www.neurobiotecnologia.uji.es) fue

creado en 2013 para descifrar la fisiopatologia del sistema nervioso mediante
herramientas biotecnologicas. En este grupo se enfocan en estudiar como la
neuroinflamaciéon y la resistencia a la insulina se asocian; como ¢éstas afectan a la
sefializaciéon y supervivencia neuronal, ademds de descubrir coOmo estos procesos
provocan la transicion de la salud a la enfermedad en el inicio de trastornos neurolégicos
y psiquiatricos. Por otra parte, otro de sus objetivos es el de desarrollar y testar nuevas
formulaciones que presenten un potencial terapéutico mejorado para tratar estas
enfermedades.

Ademas de las herramientas biotecnologicas, el grupo de Neurobiotecnologia ha
desarrollado una plataforma in vitro e in vivo para poder evaluar los efectos
neuroprotectores de moléculas naturales y sintéticas. De esta manera, se ha demostrado
que el tratamiento con acido abscisico presenta propiedades beneficiosas para la
enfermedad de Alzheimer. En estos momentos, y como parte de mi trabajo final de grado,
se esta desarrollando &cido abscisico encapsulado para mejorar tanto su biodisponibilidad

como su potencial terapéutico.


https://www.uji.es/
http://www.neurobiotecnologia.uji.es/

Esther Fernandez Salisa

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer esta relacionada de manera directa con la edad avanzada,
por lo que supone una problematica en una sociedad en la que la esperanza de vida cada
vez es mas elevada, aumentando asi su incidencia. Aunque no existe la cura de la
enfermedad, se estan estudiando diversas aproximaciones para poder prevenir el
Alzheimer, un ejemplo es desde el punto de vista de la neuroinflamacion, que se produce
décadas antes de la aparicion de los primeros sintomas clinicos.

Mediante el estudio de diferentes moléculas se intenta prevenir esta neuroinflamacion y
por lo tanto el desarrollo de la enfermedad, una de ellas es el 4cido abscisico. Esta
molécula ha demostrado reducir tanto la neuroinflamaciéon como el sindrome metabdlico
en modelos animales de Alzheimer, presentando un efecto periférico en diferentes partes
del organismo. Con el propdsito de mejorar su biodisponibilidad y su potencial
terapéutico, el grupo de Neurobiotecnologia de la UJI esta trabajando en el desarrollo de
acido abscisico encapsulado en unas nanoparticulas de quitosano para su entrega y
liberacion en el cerebro. En este estudio se recopilan los primeros pasos de este proyecto,
realizando ensayos piloto para conocer la naturaleza y las propiedades que presentan las
nanoparticulas sintetizadas en los laboratorios de la UJI, evaluando asi la capacidad de

internalizacion y liberacion de dichas particulas.

Palabras clave: Alzheimer, neuroinflamacion, acido abscisico, nanoparticula, quitosano,

neuroblastoma, macréfago, liberacion e internalizacion.
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1.INTRODUCCION

Debido a un aumento en la esperanza de vida de la poblacion mundial, aparecen
anualmente mas casos de enfermedades relacionadas con la edad avanzada, como es el
caso de la enfermedad de Alzheimer (EA). El Alzheimer es una enfermedad
neurodegenerativa que provoca demencia a quien la padece, por lo que las personas con
diagnostico de Alzheimer presentan una pérdida de memoria progresiva, un deterioro
cognitivo y también muestran cambios en su personalidad. No se conoce una Unica causa
de esta enfermedad, sino que el desarrollo de ésta se debe a la combinacion de diferentes
factores genéticos, ambientales y también depende del estilo de vida del paciente. La
ciencia investiga los dafios cerebrales asociados a la longevidad como causas principales,
pues el 15% de casos se asocian a pacientes de 65 afios y el 50% corresponde a mayores
de 85 afos. Algunas de estas investigaciones se centran en la neuroinflamacion, producida
por diversos causantes como es el estrés oxidativo, la acumulacion de placas beta
amiloides (Morales G. ef al., 2010) y muy influenciada por la resistencia a la insulina,

derivada de un estilo de vida poco saludable.

El estrés oxidativo se debe a una proporcion de radicales libres superior a los de
antioxidantes, provocando una acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
causan dafios y muerte celular, ya que se altera la estructura de proteinas, lipidos y acidos
nucleicos. Algunos de los pacientes diagnosticados con EA han mostrado tener en el
plasma sanguineo altos niveles de hierro y cobre, metales relacionados directamente con
la produccion de ROS, dando lugar a unos radicales muy reactivos que acaban dafiando
las células. En el caso del Alzheimer, estas especies se acumulan en el cerebro y dafian
las neuronas, provocando la neurodegeneracion del paciente y por tanto la progresion de
dicha enfermedad.

Las placas beta-amiloides o placas seniles se forman cuando hay una agregacion de
oligomeros de proteina beta-amiloide (Ab) en el cerebro, éstas se acumulan en regiones
importantes para la memoria y el aprendizaje, por lo que se cree que es una de las
principales causas de la enfermedad de Alzheimer. Estas placas seniles representan una
reserva de oligbmeros Ab solubles, a los que se les asocia el efecto neurotdxico que
provoca la neuroinflamacién y que acabara desarrollando EA en el paciente (Carvajal-

Carvajal, 2016).
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Ademas, el sindrome metabolico, produce entre otros sintomas, la resistencia a la
insulina, que se ve traducida en una acumulacion de glucosa en sangre. Esta resistencia a
la insulina es uno de los factores influyentes en el estado de neuroinflamacion por

provocar la acumulacion de péptidos Ab (Kellar & Cratft., 2020).

Como ya se ha comentado al inicio del trabajo, cada afio son mds los pacientes
diagnosticados de EA, a pesar de esto, los farmacos y terapias enfocadas en el Alzheimer
son mas bien escasos, pues se sigue trabajando desde los laboratorios para poder frenar
el desarrollo de esta enfermedad desde diferentes enfoques. Estd comprobado que la
degeneracion de las neuronas tiene lugar décadas antes de que se muestren los primeros
sintomas clinicos de la enfermedad, por lo que gran parte de estas investigaciones se
centran en buscar diferentes moléculas que prevengan el dafio neuronal causado por las
ROS, las Ab solubles e influenciado por la resistencia a la insulina, conduciendo al
desarrollo de una enfermedad neurodegenerativa como lo es el Alzheimer. Una de estas
moléculas candidatas como posible tratamiento para evitar el desarrollo del Alzheimer es
el 4cido abscisico (ABA). El ABA es un isoterpeno (ver figura 1) que fue considerado
anteriormente una fitohormona bastante conservada en plantas, pues estd presente hasta
en especies tan primitivas como lo es el musgo. A esta molécula se le asocié una funcion
relacionada con el crecimiento de las plantas, aunque también es secretada en respuesta a
cualquier tipo de estrés y se asocia a la biosintesis de algunas biomoléculas, por lo que es
un compuesto muy versatil en el mundo vegetal. En las tlltimas décadas se ha demostrado
que ABA también se sintetiza en animales, bacterias y algunos hongos, y desde entonces

se considera una hormona endégena en humanos.

0. _OH

Figura 1. Estructura quimica del acido abscisico. Contiene 3 unidades de isopreno y 1 anillo de lactona

que es crucial para la actividad biologica de la molécula
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Al inicio, en mamiferos, se descubri6 la secrecion de ABA en tejidos cerebrales de rata,
pero se ha detectado también esta hormona en el plasma sanguineo y diferentes tipos
celulares, células hematopoyéticas inmunitarias, pancreaticas, adipocitos o células madre
mesenquimales pueden secretar ABA. No se conoce la ruta de sintesis de ABA en
mamiferos, pero debido a la similitud estructural que mantiene con el acido retinoico, se
relaciona con la sintesis de dicha molécula, que sucede a partir de un precursor de
naturaleza carotenoide. Aun no conociéndose la biosintesis de ABA, su produccion esta
ligada a una respuesta contra determinados tipos de estimulos estresantes, siendo ésta
secretada tanto por células con accion paracrina, como endocrina y sistematica. Cabe
destacar el papel de esta hormona en la respuesta inflamatoria, ademds de tener
actividades inmunoreguladoras, propiedades antioxidantes y también poder mantener el
control glicémico, estabilizando asi los niveles de glucosa en sangre, por lo que ABA es
una molécula interesante para llevar a cabo estudios y tratamientos terapéuticos de

algunas enfermedades (Sanchez-Sarasua et al., 2016).

En varios estudios se ha demostrado que el ABA tiene la capacidad de reducir esta pérdida
de memoria caracteristica de la EA en modelos murinos, ademas, se le han atribuido
propiedades tanto antiinflamatorias como antioxidantes, dos de las principales causas del
Alzheimer. En un ensayo realizado con modelos murinos de neuroinflamacion (Sanchez-
Sarasua et al., 2016) se demostr6 que la administracion de ABA en el agua de los animales
mejord la tolerancia de éstos a la glucosa, su rendimiento cognitivo y ademas se vio que los
niveles de marcadores inflamatorios disminuian en las areas hipotalamicas, con esos
resultados se observd por primera vez los beneficios del 4cido abscisico en las
enfermedades neurodegenerativas, pues ademds de mejorar esta resistencia a la glucosa,
ABA también producia una mejora en el estado neuroinflamatorio de los ratones. En otro
estudio llevado a cabo con modelos murinos de Alzheimer (Espinosa-Fernandez et
al.,2019), se constatd que el efecto principal de ABA es la prevencion de la enfermedad
mas que su tratamiento; al tratar ratones modelos de Alzheimer jovenes con ABA, se
observo una mejora en sus capacidades cognitivas. Estos resultados no se obtuvieron en
todos los modelos de ratdn, pues en aquellos que eran mas viejos, este efecto de ABA no
fue observado, en este caso, los ratones estudiados presentaban un estado mas avanzado de
la EA, donde la neuroinflamacion ya era evidente.

En la figura 2 se representan los diferentes efectos que se han asociado al ABA en estudios

realizados por el grupo de Neurobiotecnologia de la UJI en modelos animales de distintas
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enfermedades. Es observable que, ademdas de las propiedades relacionadas con las
enfermedades neurodegenerativas ya mencionadas, ABA tuvo efectos beneficiosos en los
otros modelos murinos, siendo una hormona clave para tratar diferentes patologias. En el
caso de las enfermedades neurodegenerativas, la administracion de ABA ha mostrado una
mejora en las alteraciones en la memoria y una reducciéon en la neuroinflamacién en
modelos animales de Alzheimer y en el caso de la enfermedad de Parkinson, una mejora en

los sintomas motores.

Cancer
Infectious Diseases Q
o /Reduces prostate cancer growth in bone
LA \ Reduces Angiogenesis
/reduces parasitemia
v
Improves spleen and ver
Intestinal Diseases \
w2 ~ Reduces heart hypertrophy )
P B 7 Improves symptoms
/Prevents disease progress and severity < (
[
Atherosclerosis
) Pulmonary Diseases +Improves systolic blood pressure
) £ Reduces macrophages acumulation in aortic root
Asthma - Influenza - Acute
| et / \ . - g
/Prevents ainway inflammation U

(animal models of diseases) ey A
 Ameliorates cognitive alterations I
Attention Deficit and Hyperactivity
Disorder § 7
Reduces hyperactivity, impulsiviy and pain [ ] .
sensitivity ¥
Reduces microglia reactivity 9 5
p— _— Diabetes (Type 2) - Obesity

X0 - “improves insulin sensitivity
muscular performance
+ reduces inflammation
7 Amelorates cognmve alterations
qula s in WAT cells

Anxiety and Depression-like
symptomatology

' Neurodegenerative Diseases

)
€]

Alzheimer's Disease
 Ameliorates memory alteration
+Reduces neuroinflamation

J.i'

symtpoms
 Reduces CRH levels in hypothalamus

Improves anxious and depresive-like I

A Disorders \ Parkinson's Disease
Neuropathic pain / improves motor symptoms
I 7 Reduces pain sensitivity
7 Reduces inflammatoion in spinal cord

7 Boosts penlobarbllal effect on sleep onset

Figura 2. Efectos terapéuticos asociados a ABA en modelos murinos (Imagen cedida por el grupo de

Neurobiotecnologia de la UJI).

En un estudio desarrollado en el afo 2016 en la UJI (Sadnchez-Sarasta et al. ,2016) se
demostr6 que la molécula de ABA puede traspasar la barrera hematoencefalica, pero no se
descubri6 si los efectos de esta hormona en las capacidades cognitivas del animal se debian
a la accion directa de ABA en el cerebro o a la accion periférica de la molécula en el
organismo, ya que llega a diferentes 6rganos y tejidos, donde produce diferentes efectos
beneficiosos. Para comprobar si los beneficios de ABA en la neuroinflamacion que
provoca las enfermedades neurodegenerativas se pueden conseguir o incluso aumentar con
una administracioén de esta hormona directa al cerebro, el grupo de Neurobiotecnologia de
la UJI en colaboracion con el Departamento de Quimica de dicha universidad, ha disefiado
unas nanoparticulas de quitosano cargadas de 4cido abscisico que se dirigen al cerebro,

donde liberen el ABA para ejercer su funcion, previniendo asi la neuroinflamacion.
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La nanomedicina es un campo de investigacion emergente, en el que se recurre a la
nanotecnologia para el desarrollo de terapias médicas innovadoras. Para llevar a cabo estos
avances médicos se utilizan nanomateriales, éstos son materiales con dimensiones muy
reducidas (a escala nanométrica) y que por tanto presentan unas propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas especificas, siendo unos materiales idoneos para desarrollar nuevas
terapias, por ejemplo, para la sintesis de nanoportadores, que transportan y liberan
moléculas con accion terapéutica. En la industria farmacéutica estos nanoportadores
mejoran algunos procesos farmacéuticos, como la biodisponibilidad, la vida media del
farmaco, el perfil farmacocinético o disminuyendo también la frecuencia de administracion
del farmaco. Entre los nanomateriales utilizados en esta rama de la medicina destaca el
quitosano, el quitosano es un polisacarido lineal que se encuentra en la naturaleza; lo
podemos encontrar en las paredes celulares de algunos hongos, en el cascardon de los
crustaceos y en el exoesqueleto de los insectos. Este material se usa en diferentes industrias,
como la farmacéutica o la cosmética, ya que es un material no toxico. Ademas, algunas
caracteristicas, como su alta biodegradabilidad y biocompatibilidad, hacen que la respuesta
inmunitaria contra este material sea muy baja, convirtiendo al quitosano en un nanomaterial
perfecto para el desarrollo de terapias médicas.

El quitosano tiene naturaleza policatidnica, por lo que su estructura presenta diferentes
cargas positivas(ver figura 3), estas cargas positivas hacen que el material sea mucho mas
bioadhesivo y soluble, uniéndose a las superficies cargadas negativamente, como son las
membranas celulares; ademds de sus cargas positivas, el elevado peso molecular de este
biopolimero provoca una permeabilidad en el epitelio celular, permitiendo asi el transporte
de farmacos a través de superficies epiteliales. Estas caracteristicas permiten al quitosano
usarse como principal material en los sistemas de liberacion de farmacos, envidndolos a
una zona especifica y controlada. Aunque el quitosano presenta propiedades beneficiosas
para su utilizacion en terapias médicas, como son un aumento de la biodisponibilidad y una
no toxicidad, también hay contras en el uso de este nanomaterial, ya que su tasa de
degradacion es muy elevada y sus propiedades mecanicas son muy bajas; estos puntos
criticos pretenden ser superados al combinar el quitosano con otros polimeros naturales

(Jafernik et al., 2023).
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Figura 3. Estructura del quitosano, es evidente la alta presencia de grupos amino(-NH2) y grupos hidroxilo

(-OH) que le confieren propiedades como la biocompatibilidad o la capacidad de formar peliculas y geles
para dar lugar a biomateriales. En los grupos amino se encuentran las cargas positivas que hacen de ésta

una molécula policationica. (Produccion de quitosano, Universidad de Granada).

Aunque para el sistema de liberacion de farmacos se ha utilizado el quitosano tanto en
forma de nanoparticulas, como de hidrogeles y membranas poliméricas de hidrogel, las
nanoparticulas (NPs) han resultado ser la estructura mas beneficiosa para estos usos
terapéuticos. El tamafio reducido de estas NPs, entre 10 y 100 nm, proporciona multiples
beneficios en la absorcion, liberacion y acumulacion de éstas en el organismo, aunque
también es un factor que determina el mecanismo endocitico, la eficiencia de la
internalizacion y el procesamiento de la ruta endocitica de dichas nanoparticulas (Rejman
et al.,2004).

Varios son los estudios en los que se hace uso de particulas de distintos biopolimeros
cargadas con diferentes moléculas con el proposito de liberarlas en el cerebro, produciendo
efectos en la neuroinflamacion caracteristica de la enfermedad de Alzheimer. En un estudio
realizado en 2023 con nanoparticulas de polietilenglicol (PEG) y acido polilactico (PLA)
cargadas con dos péptidos, se evidencid que estas NPs sintetizadas con biopolimeros se
liberan de manera controlada y dirigida en las neuronas (ver figura 4), siendo capaces de
traspasar la barrera hematoencefalica y acumularse en las zonas dafiadas, para llevar a cabo
asi el efecto terapéutico deseado, que en este caso era reducir la acumulacion de péptidos
Ab y la hiperfosforilacion de la proteina tau, ambos relacionados con el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer (Guo et al., 2023) . Con este estudio se hace evidente la
capacidad que tienen las nanoparticulas de dirigirse de manera especifica al cerebro vy,
ademas, es un estudio que tiene un objetivo similar al del Grupo de Neurobiotecnologia

de la UJI: prevenir el desarrollo de la EA.

11
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Figura 4. Esquema que muestra la sintesis de las nanoparticulas de PEG-PLA asi como la via de

administracion del fArmaco y la liberacion de los péptidos de los que estan cargadas (Guo ef al., 2023)

En 2021, Abbas et al desarrollaron bilosomas, una especie de liposomas recubiertos con
quitosano y cargados con resveratrol, molécula con alto potencial terapéutico en el campo
de las enfermedades neurodegenerativas pero muy limitada a la hora de cruzar la barrera
hematoencefalica, por lo que se disefian estos bilosomas para aumentar la eficiencia de esta
molécula en la terapia contra el Alzheimer. Los resultados demostraron que el tratamiento
del resveratrol conjugado con estas particulas es mas efectivo que el resveratrol libre, por
la capacidad de los bilosomas de dirigirse especificamente a las neuronas y por la proteccion
que estas particulas proporcionaban al resveratrol, evitando su degradacién temprana
(Abbas et al., 2021).

Como ya se ha comentado con anterioridad, el grupo de Neurobiotecnologia de la UJI
coordinado por Ana Maria Sanchez Pérez, ha disefiado unas nanoparticulas de quitosano
cargadas de ABA, el propdsito de estos experimentos es testar si estas nanoparticulas
pueden entrar al interior de las células y liberar su contenido. El objetivo final del grupo en
las fases mas avanzadas de la investigacion es lograr el desarrollo de unas nanoparticulas
de quitosano que se dirijan al cerebro, donde liberarin ABA como tratamiento de

prevencion de la EA. Los experimentos piloto de esta investigacion empezaron en febrero

12
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de 2024, estos se llevaron a cabo con ensayos in vitro con dos lineas celulares diferentes,
una correspondiente a células fagociticas como los macrofagos (RAW 264.7) y la otra a
neuroblastomas (SH-SYS5Y), al proliferar en cultivo, esas células adquieren una
disposicion tipo neurona, simulando la entrada de las nanoparticulas al interior de éstas
(ver figuras 5y 6). En este trabajo, las células SH-SYSY utilizadas han sido aquellas que
no estan diferenciadas, donde la morfologia neuronal es mucho més primitiva que en
aquellas SH-SYSY que estan diferenciadas. A estas alturas de la investigacion, los
experimentos realizados, considerados todavia pilotos, se basaban en cuantificar la
entrada de nanoparticulas al interior de los dos tipos celulares y medir mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) la cantidad de ABA intra y extracelular,

comprobando si se liberaba el contenido de las nanoparticulas de quitosano.

Figura 5. Fotografia tomada el 21 de mayo de 2024 a las
células SH-SYSY (pase 13) con las que se realizaria el
experimento HPLC 2, la confluencia del cultivo era muy

elevada, por lo que se realizé un pase celular.

Figura 6. Fotografia tomada el 23 de mayo de 2024 a
las células SH-SYSY (pase 14) con las que se realizo el

[ B
f;.;‘,/\l"i 8y {,' (P experimento HPLC 2. Es observable la disposicion

‘\‘ '/f:)":‘\{ B neuronal que estos neuroblastomas han adquirido al
” crecer en placa.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

-El ABA intracelular de neuronas o macrofagos se puede incrementar mejorando su

biodisponibilidad por su encapsulamiento en nanoparticulas de quitosano.

El trabajo tiene diversos objetivos:
- Encapsular ABA en nanoaparticulas de quitosano

-Evaluar la biodisponibilidad en neuronas y macroéfagos de ABA encapsulado in vitro

3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Nanoparticulas de quitosano

Las nanoparticulas de quitosano (CNPs) fueron sintetizadas en los laboratorios del
Departamento de Quimica de la UJI, en una colaboracion interdisciplinar con nuestro
laboratorio. En los diferentes experimentos las CNPs tenian unas caracteristicas de
diametro diferentes y en algunos, fueron sintetizadas de manera diferente, dando lugar a
CNPs que presentan didmetros dispares o que estan entrecruzadas con varios tipos de
moléculas, bien TPP (tiamina pirofosfato) o ADN de salmoén. En el experimento HPLC
1, con fecha 15/4/2024, las CNPs-ABA utilizadas fueron entrecruzadas unicamente con
TPP, su didmetro medio era de 250 nm y se estimd una carga del 1% de ABA en cada
CNP. En el experimento HPLC 2, con fecha 23/5/2024, se utilizaron dos tipos de CNPs-
ABA que diferian en el tipo de sintesis. Unas CNPs-ABA fueron entrecruzadas con TPP,
el tamafio medio del didmetro de éstas era de 288nm, aunque el didmetro del 90% de las
CNPs-ABA se encontraba dentro del rango 12-79nm.

El didmetro medio de las CNPs entrecruzadas con ADN de salmén fue de 389,9 nm, y el
rango en el que viraban el 90% de las CNPs fue de 37-91nm, en este experimento la carga
estimada de ABA en las nanoparticulas era del 13%.

Para el seguimiento de las nanoparticulas en el interior celular, se utiliza FITC-CS,
particulas de silice carboxilada (CS) etiquetadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
que es un fluorocromo visible en diferentes tipos de microscopia, como es la de
fluorescencia o la microscopia confocal. Aunque la investigacion pretende desarrollar
unas CNPs que se dirijan de manera especifica al cerebro, las CNPs utilizadas en estos
experimentos son simples nanoparticulas de quitosano unidas al fluorocromo, no se ha

utilizado ninguna estrategia para este direccionamiento todavia.
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3.2 Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas para llevar a cabo los diferentes experimentos fueron SH-
SY5Y y RAW 264.7

SH-SYS5Y es una linea celular de neuroblastoma derivada de una biopsia de tumor 6seo
metastasico, las células utilizadas fueron SH-SYS5Y sin diferenciar, por lo que la
morfologia neuronal es mucho mas primitiva que en aquellas SH-SYS5Y que estan
diferenciadas. El uso de células diferenciadas supone una inversion de tiempo y dinero,
ya que conseguir esta condicion obliga a utilizar un medio especial y a mantenerlas en la
incubadora durante mas dias hasta obtener la diferenciacion de los neuroblastomas. Por
ahora, ya que los experimentos realizados se consideran experimentos pilotos, prefieren
trabajar con las células en un estado mas primitivo; cuando la investigacion esté mas
avanzada y los resultados sean positivos, se realizardn a cabo los experimentos con
neuroblastomas diferenciados. La linea celular RAW 264.7 en cambio, corresponde a
macrofagos transformados aislados de la ascitis de ratones infectados con el virus de la
leucemia murina de Albelson.

Ambas lineas celulares se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) completo, suplementado con 10% FBS, glutamina 100x y P/S 100 x. En el
experimento 2 con fecha 26/4/2024, se utiliza medio DMEM suplementado con glutamina
100x y P/S 100x, el porcentaje de FBS en este caso fue de 0%. Para mantener estas
células, se incubaron a una temperatura de 37°C en una atmosfera al 5% de CO2y una
humedad relativa del 95%. Para hacer crecer las células se cultivaron en placas de 100 ml
(P100), en cambio para realizar los estudios con CNPs y ABA se gastaron placas de

cultivo de 6 pocillos (P6).

Las células estuvieron criopreservadas en nitrégeno liquido, para poder recuperarlas y
utilizarlas en la investigacion, se descongelaron en un bafio de agua a 37°C y se les afiadid
medio DMEM completo que también se encontraba en el bafo de agua, luego de
resuspender con DMEM completo el pellet celular que se forma al centrifugarlas, se

cultivan en una placa y se incuban en la estufa.

Para realizar el pase de las células SH-SYSY, éstas se limpian con PBS-EDTA y al

descartarlo se afiaden 5ml de tripsina, que consigue disgregar aquellas cé¢lulas adheridas
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en las placas de cultivo para asi sembrar en nuevas placas, la placa con tripsina se incub6
5 minutos a 37°C. Pasado este tiempo se afiadi6 DMEM completo para inhibir la tripsina
y se centrifugd, al descartar el sobrenadante se obtiene un pellet celular que se resuspende
en DMEM completo. Los pases realizados eran del tipo 1:4, por lo que agregamos 1ml
de suspension celular y 4 ml de DMEM completo a cada plato. En el caso del pasaje de
las células RAW 264.7, después del lavado con PBS-EDTA, éstas se despegaban de la
placa utilizando un raspador celular estéril en vez de utilizar tripsina y después se seguia
el mismo procedimiento que con los neuroblastomas.

Para criopreservar las células y poderlas utilizar en otros experimentos, se realizan dos
lavados con PBS-EDTA, posteriormente se afiade 2ml de tripsina que se incuba durante
5 minutos a 37°C, pasado este tiempo inhibimos la tripsina con Sml DMEM completo. Al
centrifugar y descartar el sobrenadante se anaden 0,9 ml de DMEM completo. Una vez
en un criotubo, se anade 0,1 ml de DMSO (dimetilsulféxido) que evitara la formacion de
cristales de hielo durante la congelacion, rdpidamente se llevan a una cdmara a una
temperatura de -80°C, los tubos los introducimos en un contenedor para congelar que
contiene isopropanol, consiguiendo asi que la temperatura descienda constantemente,
1°C/minuto. Después de 24-48h a -80°C se pasan a un tanque que contiene nitrégeno

liquido para su criopreservacion.

En el experimento HPLC 2, se diluyeron 125 nl de la solucion de ABA libre (stock 20
mM) en 10 ml de medio DMEM, obteniendo una concentracion final de 65 ug/ml. Para
la solucion de las nanoparticulas entrecruzadas con TPP se diluyeron 2 ml del tampon tris
(stock 1,65 mg/ml) que contenia las CNPs con 6 ml de DMEM, obteniendo una
concentracion final de 0,41 mg/ml y en el caso de la soluciéon de nanoparticulas
entrecruzadas con ADN de salmon, se diluy6 4,5 ml del tampoén tris con las CNPs (stock
1,22 mg/ml) en 5,5 ml de medio DMEM, en este caso la concentracion final fue de 0,540
mg/ml.

Para realizar la cuantificacion del ABA intra y extracelular mediante HPLC, primero se
recogié el medio de cultivo de las placas que corresponden a diferentes condiciones
(control, soluciéon ABA, CNPs-ABA + TPP y CNPs-ABA+ADN salmon). Las células que
quedaron en placa se lavaron 2 veces con Iml de PBS-EDTA y con ayuda de un raspador
celular se despegaron de la placa de cultivo.

El pellet que obtenemos después de la centrifugacion se resuspende en 200ul de tampdn

de extraccion y lisis RIPA y se mantienen en hielo hasta que se pasa unos segundos por
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el sonicador; en este momento se vuelve a centrifugar 13 minutos a potencia maxima
(130000 rpm).

En la cuantificacion por HPLC tenemos dos tipos de muestras, aquellas que pertenecen a
las células resuspendidas en RIPA y el sobrenadante que corresponde al medio DMEM

completo.

3.3 Solucién de ABA libre

La solucién de ABA libre (S-ABA) fue comprada en la empresa Duchefa Biochemie (con
sede en Paises Bajos), a partir de ésta se hizo un stock de 20mM con DMSO y con esta
solucidn se prepararon las diferentes diluciones utilizadas en los experimentos llevados a

cabo por nuestro grupo de investigacion.

3.4 Cuantificacion de las CNPs en microscopia confocal

Para comprobar si ha tenido lugar la entrada de las CNPs al interior de las células se
recurre a la microscopia confocal. Este tipo de microscopia ademds de localizar las
nanoparticulas marcadas con FITC, permite crear imagenes tridimensionales de las
muestras observadas, pudiendo ver asi las diferentes secciones celulares. Sumado a lo
anterior, el uso de un microscopio confocal es interesante, ya que, al usar de manera
coordinada un software como es el Image J, se puede medir la fluorescencia celular,
cuantificando asi la entrada de nanoparticulas a diferentes concentraciones de éstas.

Mediante Image J se pueden medir diferentes pardmetros de una imagen, estos parametros
son Area, IntDen y RawInt. Area hace referencia a la superficie seleccionada de la imagen
para cuantificar, RawInt (Densidad Integrada Bruta) es un pardmetro que se refiere a la
senal total que aparece en el area seleccionada e IntDen (Densidad Integrada) sirve para
poder comparar la intensidad de sefal entre 4reas o condiciones distintas, este pardmetro
a diferencia de Rawlnt tiene en cuenta el tamafio del area seleccionada. Para normalizar
los resultados de la cuantificacion realizada, se ha dividido IntDen por Area, de esta

manera se puede eliminar el efecto del tamafio de las areas a cuantificar.

3.5 Cuantificacién por HPLC de ABA intra v extracelular

En la cuantificacion del ABA intra y extracelular, se realizo una HPLC midiendo el
sobrenadante y el lisado de las células que han sido incubadas con las CNPs, el protocolo
a seguir fue el detallado en el apartado “Cultivos celulares”. Esta técnica se llevo a cabo

desde el Servicio Central de Instrumentacion Cientifica de la UJI.
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Una matriz es el tampodn o el medio de las muestras donde queremos detectar ABA, en
este caso es el tampon RIPA y el medio DMEM. Para evitar el efecto matriz, que sucede
cuando el analito interacttia con el tampon o el medio y se obtienen resultados imprecisos
en la deteccion de éste, se enviaron junto a las muestras de lisado y de sobrenadante
cantidades conocidas de tampon RIPA y medio DMEM fresco y se pasaron por el HPLC.
A partir de las dos muestras se construye una recta de calibrado para corregir la matriz y

que no se produzca el ya nombrado efecto matriz.

4.RESULTADOS

4.1 La entrada de CNPs es dependiente de la dosis de nanoparticulas y més eficiente en
la linea celular de macroéfagos

En primer lugar, para conocer la cantidad de CNPs que entran al interior celular, se realizo
una cuantificaciéon de la fluorescencia de las nanoparticulas mediante microscopia
confocal y el software Image J. Para realizar esta cuantificacion, se toman fotos con un
microscopio confocal de tres muestras, tenemos diferentes muestras de células RAW
264.7 y células SH-SYSY que han estado en contacto con diferentes concentraciones de
CNPs (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml y 50 mg/ml),
ademas, como las células tienen fluorescencia propia, utilizamos una tercera muestra de
células que no han estado en contacto con las nanoparticulas, y por tanto con el
fluorocromo, para utilizarlas como muestras control, a partir de estas muestras control se
mide la autoflorescencia de las células. Sabiendo el valor de la autoflorescencia celular,
podemos ajustar las herramientas de medicion de la fluorescencia, obteniendo unos

resultados mas fiables y precisos.
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Figura 7. Imagenes de microscopia confocal de la fluorescencia celular a una concentracion de CNPs de

20 mg/ml. (A) Muestra control (B) Linea celular SH-SY5Y(C) Linea células RAW 264.7
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Figura 8. Imagenes de microscopia confocal de la fluorescencia celular a una concentraciéon de CNPs de

50 mg/ml. (D) Muestra control (E)Linea celular SH-SY5Y (F) Linea celular RAW 264.7

Después de medir la fluorescencia con el Image J de diferentes imagenes, se realizd un
analisis ANOVA de una variante de la media de la IntDen/ Area con el software PSPP,
para asi realizar la cuantificacion de la fluorescencia. Los resultados siguientes (ver figura
9) corresponden al primer experimento que se realizé en febrero de 2024, estos hacen
evidente que, al aumentar la concentracion de nanoparticulas, la entrada de éstas en las

dos lineas celulares utilizadas aumenta también.
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Figura 9. Valores de la fluorescencia celular respecto a la concentracion de CNPs con la que estuvieron en

contacto diferentes muestras celulares de RAW 264.7 y SH-SYSY

En la figura 10 se observa en un grafico lineal como la entrada de CNPs es mas eficiente
en la linea celular RAW 264.7 que en las células SH-SYSY, correspondiente a
neuroblastomas, pues en una concentracion de 50 mg/ml la fluorescencia en RAW 264.7
es el triple que en SH-SYS5Y. Como ya se ha mencionado, las células RAW 264.7 son
macrofagos, de naturaleza fagocitica, por lo que estan especializadas en la ingesta de

material extrafio para llevar a cabo su destruccion.
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Figura 10. Valores de la fluorescencia celular respecto a la concentracion de CNPs con la que estuvieron

en contacto diferentes muestras celulares de RAW 264.7 y SH-SYS5Y.
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Por otro lado, la internalizacion se ha visto aumentada conforme se utilizaba una
concentracion de nanoparticulas mayor, excepto cuando se utilizaba una concentracion
de 20 mg/ml en ambas lineas celulares. Como se observa en la figura 10, al llegar a una
concentracion de CNPs de 20 mg/ml, se observan dos picos muy elevados tanto en SH-
SHYS5Y como en RAW 264.7, aunque en los macrofagos se sigue esta tendencia, pues la
fluorescencia sigue siendo elevada y alcanza el pico méximo cuando la concentracion es
maxima, 50 mg/ml. En el caso de los neuroblastomas, la concentracion de 20 mg/ml
supone el pico maximo de fluorescencia, siendo 64,43 la intensidad de la fluorescencia
detectada frente a los 43,16 en la concentracion maxima de 50 mg/ml, no se conoce el
motivo de estos resultados, pero se descarta la toxicidad de las nanoparticulas a una
elevada concentracion, ya que aunque a concentraciones de 30 mg/ml y 40 mg/ml la
intensidad de la fluorescencia se reduzca a mas de la mitad que a 20 mg/ml, cuando la
concentracion es de 50 mg/ml la fluorescencia aumenta nuevamente su intensidad. Los
proximos experimentos relacionados con la fluorescencia y la deteccion de la
internalizacién de las nanoparticulas estdn encaminados en descubrir si se puede
aumentar la concentracion maxima de 50 mg/ml seleccionada en los experimentos de
febrero de 2024; de esta manera se pretende averiguar a que concentracion las CNPs
pueden saturar las células o incluso ejercer un efecto toxico sobre éstas, de la misma
manera se quiere comprobar si al aumentar la concentracion de CNPs sigue aumentando

la intensidad de la fluorescencia.

4.2 El uso de CNPs no aumenta la entrada de ABA en las células

Para comprobar que las CNPs tienen la capacidad de liberar su contenido en el interior
celular, se lleva a cabo un analisis por HPLC, que mide el ABA que se encuentra en el
lisado y en el sobrenadante celular, para esto se incuban las células tanto en
concentraciones diferentes de la soluciéon que contiene las nanoparticulas como en
diferentes concentraciones de la solucion de ABA libre. Se realizaron 2 ensayos de HPLC,
uno de los experimentos fue llevado a cabo en abril de 2024 (HPLC 1) y el otro
experimento fue realizado en mayo de 2024 (HPLC 2), en ambas ocasiones las células
fueron incubadas durante 15-16 horas con una de las soluciones mencionadas
anteriormente. Tanto en el experimento HPLC 1 como en el HPLC 2, la linea celular con

la que se trabajé fue con las células SH-SYS5Y, la densidad celular era de 0,5 x 10°
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células/cm 2 ; en el caso del experimento HPLC 2 no se pudo trabajar con RAW 264.7 por
un error en el cultivo de esta linea en el laboratorio; para evitar errores experimentales se
hizo un replicado de cada una de las condiciones en las que se incubaron las células(ver

figura 11).

& !

Figura 11. Disposicion de los pocillos en
el tratamiento con la soluciéon de CNPs y
ABA libre, parte del experimento HPLC 2.
Los pocillos 1-6 contiene solucion ABA
libre, los pocillos 7-12 contienen la
soluciéon con nanoparticulas a diferentes
concentraciones

(1)0 mg/ml (2) 0.35 mg/ml (3) 0.165 mg/ml
(4) 0 mg/ml (5) 0.35 mg/ml (6) 0.165
mg/ml (7) 0.165 mg/ml (8) 0.165 mg/ml (9)
0.08 mg/ml (10) 0.35mg/ml (11) 0.35
mg/ml (12) 0.08 mg/ml

Después de lisar las células y recoger tanto el lisado como el sobrenadante celular, estas
muestras, junto con las matrices, se trasladaron al Servicio Central de Instrumentacién de
la UJI, donde se realizo la técnica analitica por parte de los trabajadores de dicho servicio.
En el HPLC 1, debido a la baja carga de ABA de las CNPs utilizadas y la baja
concentracion de las soluciones con las que se incubaron las células, los inicos resultados
representativos fueron de aquellas muestras incubadas con 0,35 mg/ml de soluciéon de
CNPs y de 0,35 mg/ml de solucion de ABA libre. En la figura 12 se aprecia la falta de
ABA en el interior celular, tanto de las células tratadas con CNPs como de aquellas

tratadas con ABA libre.
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Figura 12. Valores de ABA intra y extracelular evaluados mediante HPLC en células SH-SYS5Y en el
experimento HPLC 1. Se representa la concentracion de  ABA en el sobrenadante (sn) y en el lisado celular
(cells) de las muestras de SH-SYSY incubadas con una concentracion de nanoparticulas de 0,35 mg/ml

(azul) y con una concentracion de la solucion de ABA libre de 35 mg/ml(rojo).

En el experimento HPLC 2, se utilizaron 4 placas de P100 donde habian células SH-
SYSY cultivadas hasta el pase 14 (Figura 6), fueron incubadas durante 15-16 horas en
diferentes condiciones: tnicamente con medio DMEM, por lo que serviria de muestra
control (concentraciéon de ABA 0 ug/ml) , con solucion de ABA libre (concentracion final
de 0,65 ug/mL) y el tampon tris que contenia unas nanoparticulas entrecruzadas con TPP
(concentraciéon  final 0,4lmg/ml) y otras entrecruzadas con ADN de
salmoén(concentracion final 0,549 mg/ml). Las células tratadas con las nanoparticulas
entrecruzadas con el ADN de salmén murieron durante el periodo de incubacion, por lo
que no se pudo realizar el HPLC en esta condicion. Desde el grupo de investigacion se
plantearon dos hipotesis para explicar la muerte de estas células, se pens6 que este tipo
de particula puede afectar a la viabilidad de nuestras células o que las células sdlo pueden
soportar hasta un 25% de tampon tris, pues es lo que contiene la soluciéon de CNPs-TPP,
y en el caso de la solucion de CNPs entrecruzadas con ADN de salmén la proporcion del

tampoOn tris es mas elevada.
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Figura 13. Valores de ABA intra y extracelular evaluados mediante HPLC en células SH-SHYSY en el
experimento HPLC 2. El color verde representa la muestra control, el rojo la muestra con la solucion de
nanoparticulas entrecruzadas con TPP a una concentracion de 0,41mg/ml y el azul la muestra con la
solucion de ABA libre a una concentracion de 65 ug/ml. Se representa la concentracion de ABA en el

sobrenadante (sn) y en el lisado celular (cells).

Gracias a la muestra control, sabemos que los neuroblastomas tienen la capacidad de
sintetizar ABA y que las nanoparticulas de quitosano no liberan el ABA en el interior de
las células, pues la concentraciéon de la hormona en las células incubadas con las
nanoparticulas es practicamente la misma que la muestra control (ver figura 13). Por otro
lado, si observamos el grafico anterior, es evidente que la mayor parte de la hormona de
la solucion de ABA libre se queda en el sobrenadante y no se interioriza en las células.

En fluorescencia, hasta usando una dosis diez veces mas baja de CNPs, se observa entrada
de éstas tanto en SH-SHYS5Y como en RAW 264.7 (pues se ven resultados tanto en 5
mg/ml como en 50 mg/ml de CNPs), por lo que tanto el grupo de Neurobiotecnologia
como el Departamento de Quimica plantearon nuevas hipotesis y se propusieron distintos
experimentos para conocer la causa de esta falta de ABA intracelular. Las hipotesis
planteadas fueron que la CNP no se degrada ni el interior ni el exterior celular y que
ademads, tampoco se libera ABA por difusion ni dentro ni fuera de la célula durante el
periodo de incubacion .Para intentar dar una explicacion a la no deteccion de ABA en las
células tratadas con nanoparticulas se proponen nuevos experimentos para conocer mejor
como se libera ABA de las CNPs; que puede ser bien por biodegradacion del quitosano
por enzimas como las lisozimas y/o por la difusion del ABA fuera de la CNP. Si en el

experimento se comprueba que las CNPs son sensibles a las lisozimas, es decir, que las

25



Esther Fernandez Salisa

lisozimas son capaces de degradar la nanoparticula y liberar la hormona, podriamos
hablar de dos planteamientos diferentes para explicar los malos resultados del HPLC; se
podria pensar que en el interior celular no se degradan las CNPs por falta de lisozimas o
bien por la acumulacion de las nanoparticulas en un compartimento celular en el que no
se encuentra dicha enzima. Se quiere conocer como se pueden degradar las nanoparticulas
y ademas conocer cuanto tiempo transcurre hasta que las CNPs liberan ABA, ya que tal
vez, en ambos experimentos de HPLC han sido incubadas menos tiempo del que se
necesita para que éstas comiencen a liberar la hormona, que fueron entre 15 y 16 horas.
Ademas, se proponen realizar pruebas tanto con las células SH-SY5Y como con RAW
264.7, ya que los resultados de HPLC corresponden tnicamente a los neuroblastomas y
puede que al gastar los macréfagos en un nuevo experimento si que tenga lugar la

degradacion de las CNPs y por tanto la liberacion de ABA en la célula.

5.DISCUSION

La idea de conjugar el acido abscisico con nanoparticulas de quitosano se basa en estudios
realizados con anterioridad, en €stos se utiliza el quitosano u otros biopolimeros en forma
de nanoparticulas para dirigir de manera especifica una molécula al cerebro y prevenir asi
la neuroinflamacién que causa la EA u otras enfermedades neurodegenerativas. Los
buenos resultados obtenidos en estos ensayos hacen creer que las nanoparticulas de

quitosano cargadas de ABA son una opcidn prometedora para prevenir esta condicion.

Como se ha comentado en la introduccion, en 2021, Abbas et al desarrollaron unos
biopolimeros recubiertos de quitosano cargados de resveratrol para aumentar la
biodisponibilidad de esta molécula en el cerebro. A diferencia de nuestro estudio, este
grupo de investigacion pudo demostrar en ensayos in vitro, que tras 1 hora y durante las
8 horas siguientes a la administracion de las particulas, éstas liberaban resveratrol, el cual
se iba acumulando en el interior de las células en cultivo. Por otro lado, demostraron que
esta liberacion dependia del didmetro de la nanoparticula, pues la formulacion de
particulas con el mayor didmetro produjo una menor liberacion de resveratrol, ademas,
se cercioraron de que ésta se veia condicionada inicialmente por la densidad de la bicapa
vesicular, ya que en aquellos bilosomas recubiertos con quitosano el inicio de la liberacion

de resveratrol se veia retardado unas horas (ver figura 14).
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Figura 14. Liberacion de resveratrol in vitro de diferentes sintesis de bilosomas. F1-F3 presentaban

diferentes diametros, donde el didmetro mayor lo presentaba F1. Al cubrir la particula tipo F2 con quitosano

obtenemos F6.(Abbas et al., 2021)

También en 2021, se testo la eficiencia de la liberacion sostenida del acido folico (FA) en
estudios in vitro, testando la liberacion de la molécula de manera libre, encapsulada en
nanoparticulas sélidas lipidicas (SLNs) y encapsulada en SLNs cubiertas con quitosano
para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. En este estudio se observo la
liberacion de la molécula durante 12 horas, los resultados mostraron que apenas 19% del
FA libre se liber6 durante este tiempo; en cambio, al encapsular la molécula en SLNs y al
recubrir éstas de quitosano, la acumulacion de FA se vio aumentada al 70-80%, siendo
mas elevada en aquellas sin recubrir, por lo que la liberacion era mucho mas controlada
en las nanoparticulas recubiertas de quitosano. En ensayos in vitro, también se vio que la
tasa, y a su vez el grado, de disolucion de estas SLNs era superior al no estar recubiertas,
ya que, al recubrirlas con una capa de quitosano, dicho material forma una barrera

alrededor de la nanoparticula y dificulta la disolucion de la particula. (Saini ef al., 2021).

Con estos estudios observamos que el recubrimiento con quitosano retrasa la liberacion
de las moléculas encapsuladas. En ambos estudios las particulas tinicamente estan
recubiertas con este material, puede ser que, en nuestro estudio, al tratarse de
nanoparticulas integras de quitosano y no recubiertas de este material como sucede en los
ensayos nombrados anteriormente, las 15-16 horas de incubacion de las CNPs no han sido
suficientes para que la particula se llegue a degradar de manera total, empezando asi la

liberacion del 4cido abscisico en el interior celular. Aunque se haya comprobado que la
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liberacion de las moléculas anteriores se reduzca al recubrir las particulas de quitosano,
mediante la utilizacion de nanoparticulas de este material se puede conseguir una
liberacion de la molécula mas controlada y sostenida, pudiendo obtener asi unos
resultados mdas concretos y exactos, siendo mas apropiados para su uso en terapias

médicas.

6.CONCLUSION

Aungque los resultados obtenidos en los primeros meses de esta investigacion son escasos
para poder discutirlos y tampoco son muy concluyentes, se ha podido demostrar que las
nanoparticulas de quitosano que contienen ABA disefiadas y sintetizadas en los
laboratorios de la UJI logran entrar en el interior de las células en cultivo. Cabe remarcar
que todos estos experimentos, considerados todavia pilotos, se han llevado a cabo in vitro,
por lo que muchos de los resultados pueden cambiar una vez que se testen in vivo con
modelos de animales. Esto es debido tanto al control total que se tiene de las condiciones
de los cultivos celulares, como a las interacciones entre diferentes sistemas bioldgicos
que tienen lugar en los experimentos in vivo, ademas las dosis a administrar en el caso de
la experimentacion animal seran distintas a las que se administra en los ensayos in vitro.
Por otro lado, al ser resultados pertenecientes a las primeras fases de la investigacion no
tienen la importancia que tendrian unos resultados finales, pero éstos son clave para el
desarrollo del estudio, ya que aparecen problemas a resolver que no se habian planteado
en un inicio o se ha evidenciado que algunos fenémenos que se habian dado por hecho
no lo son.

Los proyectos de futuro de esta investigacion, una vez que los resultados de los
experimentos piloto lo permitan, se basan en utilizar estas nanoparticulas modificadas
para su entrega especifica al cerebro en ensayos in vivo con modelos animales de
Alzheimer, estudiando el efecto local del acido abscisico en la neuroinflamacion. Cabe
destacar que el uso de estas nanoparticulas cargadas de 4cido abscisico puede resultar ttil
en terapias aplicadas hacia otras patologias, pues ABA tiene un efecto beneficioso tanto
en enfermedades cardiorrenales, como pulmonares e intestinales, por lo que se podrian
disefiar estas nanoparticulas para su liberacion dirigida y controlada hacia otras zonas del

organismo.
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8. AUTOEVALUACION

La valoracion de mi estancia en practicas en el grupo de Neurobiotecnologia de la UJI es
positiva, ya que gracias a estos meses en sus laboratorios he podido conocer como es la
ciencia desde la perspectiva de una biotecnologa y no como la de una estudiante.

A parte del aprendizaje en el laboratorio, pues he empezado a desenvolverme con
facilidad en sus instalaciones y a familiarizarme con instrumentos o con técnicas que antes
de llegar alli desconocia, he podido saber como es una investigacion desde dentro.
Gracias a Ana Maria, la responsable del grupo, he conocido como se desarrolla esta
investigacion, desde el planteamiento de los experimentos hasta la discusion de los
resultados, aprendiendo también que no siempre son positivos y que pueden aparecer
problemas no planteados con anterioridad.

A pesar de que los resultados obtenidos durante mi estancia de practicas sean escasos y
con muy poca relevancia, ya que son experimentos piloto, reflejan a la perfeccion lo que
supone el inicio de una investigacion. De estos malos resultados es de donde mas he
llegado a aprender en estos meses, pues te hace tener una vision un poco mas critica de la
ciencia y a buscar otras alternativas en tus experimentos para poder obtener los resultados
deseados.

Por otro lado, trabajar en esta rama de la biotecnologia me ha sorprendido bastante, ya

que durante los 4 afios de carrera nunca habia entrado en este campo, y gracias a la
estancia en practicas me he dado cuenta de la importancia de la biotecnologia en ¢él.
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9.ANEXOS

Compound name: aba

Coefficient of Determination: R*2 = 0.999537

Calibration curve: -55.7722 * x"2 + 13975.3 * x+ 9523.02

Response type: External Std, Area

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura suplementaria 1. Curva de calibrado del experimento HPLC 1
Compound name: aba
Correlation coefficient: r = 0.995282, r’2 = 0.990587
Calibration curve: 6971.29 * x+ 957.861
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: aba

Correlation coefficient: r = 0.996957, r’2 = 0.993922

Calibration curve: 5284.2 * x + 50988.1

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figuras suplementarias 2 y 3. Curvas de calibrado del HPLC 2. La muestra 3 (segunda imagen)
correspondiente al sobrenadante de las células incubadas con solucion de ABA libre se tuvo que analizar
por separado diluyendo x100 ppm ya que saturaba el detector, la curva de la derecha es la correspondiente

a dicha muestra.
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