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Disqueratosis Congénita (DC)

>
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ENFERMEDADES RARAS: < 5 casos por 10* hab
[ PREVALENCIA ]<
DC: 1 - 9 casos por 10° hab

Distrofia ungueal

~ :
MANIFE?TACIONES s Alteraciones Pigmentacion anormal k
CLINICAS ) mucocutaneas T
Leucoplasia en la
mucosa oral .

Savage, Sharon A and Alter,
Blanche P. (2009)

Envejecimiento prematuro Fibrosis pulmonar

Fallos en la médula osea Predisposicion al cancer
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©

Patologia
Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea
Células de pacientes con DC presentan
telomeros cortos

S
§
<

Repeticion secuencia ADN (TTAGGG)n

Proteccion extremos cromosomas

Acortamiento en cada replicacion

ELONGAMIENTO TELOMETICO



Telomerasa
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Esencial para el mantenimiento de la
longitud de los telomeros

DEFECTOS EN LA TELOMERASA

Acortamiento telomérico prematuro

f’]‘ “

hTR X
Mutaciones en genes que codifican los
componentes de la telomerasa

NHP2

Bessler M. et al. (2010) Dyskeratosis Congenita. FEBS Lett.

DEFECTOS EN EL MANTENIMIENTO TELOMERICO




Estrategia terapéutica en investigacion

>
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[ Recuperacion actividad telomerasa ]

[ Péptido GSE24.2 ]__) Dominio interno de la

disquerina

Reactiva la actividad telomerasa

Rescata células de pacientes con DC de
senescencia prematura

[ MANTENIMIENTO DE LA TELOMERASA
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Nanoparticulas
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[ APLICACION CLINICA DE PEPTIDOS: LIMITACIONES ]

Baja estabilidad Eliminacion por sistemas de defensa
Susceptibilidad a la degradacion  Dificultades para internalizarse
Corta semivida en las células

[ENCAPSULACION DE GSE24.2 EN NANOPARTfCULAS]

Nanoparticulas

[ NANOPARTICULAS: VENTAJAS ] - biodegradables
(PLGA)
Incremento solubilidad
Proteccion frente a degradacion o
Mejora la estabilidad y biodisponibilidad &
Control cinética de liberacion Nanocépsula
Vectorizacion

Disminucion efectos adversos por reduccion de dosis
Varias vias de administracion

Nanoesfera




Polimeros biodegradables: PLGA
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[ ACIDO POLI(LACTICO-CO-GLICOLICO): PROPIEDADES ]

Aprobado por FDA
Biodegradable y biocompatible
Buenas propiedades mecanicas
Procesamiento sencillo

Facil de modificar su superficie para vectorizar, incrementar su
captacion celular, evitar opsonizacion y fagocitosis...

PLA PGA
O
/PH/OH}/\ %H
HO @)
X Y
@)

Estructura del PLGA



Incremento captacion celular
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POLICATIONES: POLIETILENIMINA (PEI)

3 HN N
Interacciones electroestaticas entre NPs . L“(/ ks
positivas con membranas plasmaticas N PEI
negativas ;

PEPTIDOS DE PENETRACION CELULAR (CPPs)

Traspasan a través de membranas celulares para transportar el
péptido a nivel intracelular

Baja toxicidad

Eficientes en diferentes lineas celulares

A g S e . \«¢ ™ Estructura de CPP1(izquierda) y
Q%g E%T“E%Wrw\m wwwwwww ’&; ﬁg e “’j o CPP2 (derecha)
™ é é X é Q 8

HHHHHHHHHH



Objetivo
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4 Desarrollar una nueva aproximacién terapéutica N
para el tratamiento de sindromes provocados
por alteraciones en la actividad telomerasa,
mediante la encapsulacién del péptido GSE24.2
en nanoparticulas biodegradables de PLGA




Elaboracion NPs PLGA
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Evaporacion-Extraccion del Solvente

Solucioén
acuosa
(GSE 24.2)

Disolucion _
+ acuosa Disolucion Agitacién de la
DCM del tensioactivo alcoholica suspension de
(PVA) acuosa NP
(IPA 2%)
12 EMULSION 22 EMULSION

O/W W/O/W 10




Caracterizacion de GSE24.2-NPs

NanoBioCel
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Formulacion

PLGA NPs

PEI-PLGA NPs

CPP1-PLGA NPs

CPP2-PLGA NPs

Tamano

(nm)
231,2
221,9
209,6

202,9

PDI

0,126
0,144
0,060

0,084

Potencial
Zeta (mV)

-20,1
+30,4
-19,6

16,4

SAP (%p/p)

22,16
23,03
5,89

5,67

Carga

(ng GSE24.2/mg NPs)

2,35
2,08
1,11

0,81

Sre X

v
ANA O,

Iméagenes SEM de NPs de PLGA (A), PEI-PLGA NPs (B) o CPP1-PLGA NPs (C)

=

4
10 o
.

By Lt
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Integridad estructural de GSE24.2 ﬁ?
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Electroforesis en gel de poliactilamida (SDS-PAGE)

Péptido GSE24.2 36 KDa ::E , I
encapsulado en NPs 29 KDa
-
1 2 3 4 5 6 7

Liberacion in vitro de GSE24.2

Liberacion in vitro GSE24.2

120
100

80
=0—PLGA NPs

=i—=PEI-PLGA NPs
CPP1-PLGA NPs
=>&=CPP2-PLGA NPs

60

40

20

% liberaciéon GSE24.2

0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias) =



Viabilidad celular

ateriales y Celulas
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Citotoxicidad
120 -
100 - I N
-}
S 80 - | I I
% o : : & PLGA NPs
8 # CPP1-PLGA NPs
> 40 -
N # CPP2-PLGA NPs
20 - # PEI-PLGA NPs
0 i

0 1,25 2,5 3,75 S

. mg NPs/ml
Captacion celular

PLGA NPs PEI-PLGA NPs CPP1-PLGA NPs
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Bioactividad de GSE24.2 encapsulado

Rescate del dano de ADN
en células FOA353V

Formulacion %inhibicion dano
de ADN
PLGA NPs 20.1
PEI-PLGA NPs 38.2
CPP1-PLGA NPs 54.6

CPP2-PLGA NPs 49.0

X

Universidad ~ Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Reactivacion telomerasa
en células F9

Formulacion % reactivacion
telomerasa
PLGA NPs 6.0
PEI-PLGA NPs 36.0
CPP1-PLGA NPs 6.5
CPP2-PLGA NPs 54.0

14



@ | NanoBioCel
3ty

Conclusiones
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+ Se han desarrollado NPs de PLGA encapsulando el péptido GSE24.2
para el tratamiento de enfermedades debidas a alteraciones en la
actividad telomerasa

+ Las NPs presentan propiedades fisicoquimicas 6ptimas, un perfil
de liberacion sostenido y no resultaron ser toxicas

+ Los estudios de captacion celular demuestran que las NPs
conjugadas a CPPs son internalizadas mas eficientemente llegando
al nucleo de las células

+ El péptido GSE24.2 encapsulado en las NPs es capaz de rescatar el
dano de ADN y reactivar la telomerasa en cultivos celulares
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