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Resumen: £/ descubrimiento de los microRNAs estd im-
pactando la comprension de la regulacion del metabolis-
mo lipidico y especialmente su modificacion terapéutica.
Los nuevos medicamentos ya estan en plaza.

El'metabolismo lipidico estd regulado de manera fina por
muiltiples micro RNAs que ademas juegan un papel funda-
mental en el inicio y la progresion de la aterosclerosis.
Los micro RNAs son moléculas de ARNs doble cadena
pequerias de aproximadamente 22 nt. de largo que actiian
como reguladores post transcripcionales de la expresion
génica. Pueden regular al mismo tiempo muchos blancos a
la vez e incluso vias metabolicas complejas en su totalidad,
lo que los convierte en grandes candidatos para el desa-
rrollo de nuevos farmacos. En este sentido ya estan en vias
de desarrollo distintas terapias génicas con inhibidores o
andlogos de miRNA para muchas enfermedades.

El campo de la farmacologia dio un gran salto con la
aprobacion por parte de la FDA de la primera terapia
génica usando un RNA anti sentido contra el gen de la
Apolioproteina B. Se trata del Mipomersen que ya estd
disponible en nuestro pais para el tratamiento de la hi-
percolesterolemia familiar.

L

Abstract: The discovery of the microRNAs is changing
the understanding of the regulation of lipid metabolism
and particularly it'’s therapeutic. We already have these
new drugs.

Lipid metabolism is regulated by multiple micro RNAs,
which also play a critical role in the initiation and pro-
gression of atherosclerosis.

The micro RNAs are double-stranded RNA molecules of
about 22 nt. in length that act as regulators of gene expres-
sion after transcription. They can regulate many targets
at the same time and even complex metabolic pathways,

which makes them great candidates for the development
of new drugs. In this sense, are under development, some

gene therapies miRNA inhibitors or analogs for many

diseases.

Recently, pharmacology generated a great leap with the
approval by the FDA of the first gene therapy using an
antisense RNA against Apolioproteine B gene. We are
talking about Mipomersen, which is already available
in our country for the treatment of familial hypercholes-
terolemia.
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Introduccién

El hallazgo de los micro ARNs reguladores tiene poco
tiempo. Estos son moléculas de ARN doble cadena
de pequeiio tamaifio que unen a los ARN mensajeros
(ARNm) impidiendo la sintesis de proteinas. Los
descubrimientos del primer micro ARN en 1993 ® y
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el mecanismo de la interferencia de ARN en 1998 por
Andrew Fire y Craig Mello® permitieron conocer un
gran nimero de ARNs pequefios no codificantes (ncR-
NAs por la sigla en inglés). De esta gran poblacion,
los principales ncRNAs son micro RNAs (miRNA),
piwiRNAs (piRNA) y ARNs pequeiios de interferencia
(siRNAs del inglés small interference RNAs). Estos
juegan un papel fundamental en la regulacién post
transcripcional de la expresién génica y participan de
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laregulacion de procesos importantes como diferencia-
cién celular, desarrollo, respuesta inmune e integridad
del genoma.

Si bien la biogénesis y el mecanismo de accién de
cada una de estas moléculas es algo diferente, en estas
vias de regulacién siempre participan enzimas de la
familia llamada Argonauta ©. Estas proteinas se aso-
cian al microRNA y forman complejos ARN-proteina
llamados RISC (RNA-Induced Silencing Complexes:
complejos de silenciamiento inducidos por ARN). Los
complejos RISC usan los microRNAs como guia para
silenciar de forma especifica los ARN mensajeros que
contienen una secuencia complementaria al miRNA
maduro, induciendo la degradacién de los mensajeros
o reprimiendo su traduccién. En este articulo nos
centraremos en las vias miRNAs y siRNA, las cuales
permiten el mecanismo denominado interferencia de
ARN (ARNi).

Los miRNA estan conservados practicamente en
todas las especies, lo que habla de su importancia
como reguladores post transcripcionales de la ex-
presion génica. El miRNA maduro consiste en un
ARN doble cadena (RNAdc) de unos 22 nucledtidos

(nt) aproximadamente. Después de un proceso de
maduracion y de su llegada al citoplasma, el miR-
NA maduro es cargado dentro del complejo RISC
(Ver Figura 1), que se encarga de unir al miRNA con
su gen blanco. Solo una de las hebras del miRNA
maduro (hebra guia) participa de la unién con el
blanco, mientras que la otra hebra (hebra pasajera)
es descartada. Una vez que reconocen su blanco me-
diante apareamiento imperfecto, se produce un bloqueo
principalmente a nivel de la traduccion de proteinas .
El hecho de que solo una pequefia region del miRNA
(llamada region semilla) sea la encargada del recono-
cimiento de su blanco permite que un miRNA pueda
unirse y regular muchos genes a la vez.

Los siRNAs actian de manera muy similar a los
miRNAs. Se generan a partir de secuencias endoge-
nas (transposones, secuencias repetidas, secuencias
antisentido), o esta via puede activarse al introducir un
ARNdc externo lo que se conoce como interferencia
de ARN. Una vez generados los siRNAs son cargados
en el complejo RISC con su propia Argonauta, se unen
con homologia completa a su blanco e inducen la de-

Biogénesis de miRNA y siRNA

Via siRNA

ARN de zonas de ADN repetitivo
TRANSPOSONES y RETROTRANSPOSONES,
Transcripcion bidireccional

Via miRNA
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pre-miRNA
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Esquema de una célula eucariota, el nticleo en verde, en gris el citoplasma y en rosado el exterior celular.
Psh: Enzima Pasha; Drh: enzima Drosha; Exp5: Exportina 5; Dcr: Enzima Dicer; Ago: enzima Argonauta.
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gradacion endonucleolitica del mRNA, que inhibe la
expresion del gen.

Los miRNAs regulan procesos importantes en humanos
y uno de los mejor conocidos hasta ahora es la regu-
lacion del metabolismo lipidico y su influencia en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares @57,

Esto ha generado una rédpida exploracién de nuevas
drogas basadas en este principio de interferencia con
micro RNAs sintéticos que estan revolucionando el
campo de la medicina. E1 mipomersen sodico (Kinamro
en E.E.U.U), un hipolipemiante, es la primer droga de
este tipo aprobada por la FDA (Food and Drug Admi-
nistration) para un uso especifico en los pacientes con
Hipercolesterolemia Familiar (HF)®.

Metabolismo lipidicoy miRNAs

Hoy sabemos que el metabolismo lipidico estd regulado
de manera fina por multiples miRNAs (Ver Tabla 1).
En particular, la familia del miRNA-33, juega un papel
fundamental en la regulacién del metabolismo lipidico
y se han convertido en un nuevo blanco terapéutico
para el posible tratamiento de desordenes lipidicos ©.

El miRNA-33, se ubica en intrones (regiones no codi-
ficantes) del gen SREBP-2 (sterol regulatory element
binding protein), un factor de transcripcion que par-
ticipa en la biosintesis de colesterol 9. EI SREBP
actia en el nucleo uniéndose a las regiones SRE (de/

inglés: Sterol Regulatory Element: elemento regulador
de esteroles) de una serie de genes importantes en la
homeostasis celular de esteroles, regulando su trans-
cripcion. SRBP-2 y miRNA-33 se co-transcriben 'y
expresan juntos en diferentes células y tejidos con un
efecto global en la regulacion del colesterol.

Uno de los principales blancos del miRNA-33 es el AB-
CA1 un miembro de la familia de transportadores ABC.
Este gen estimula el transporte reverso de colesterol
(eflujo de colesterol) de los tejidos a moléculas de HDL,
lo que permite uno de los mecanismos de cleareance
del exceso de colesterol de las células hacia el higado
para su posterior eliminacion en la bilis. Esto es de vital
importancia ya que permite eliminar el colesterol de
macrofagos cargados de lipidos que forman parte de
la placa de ateroma, un importante mecanismo anti-
aterosclerdtico. Los niveles de miRNA-33 se correla-
cionan de manera inversa con los niveles de colesterol
y con la expresion del ABCAL, lo que sugiere que este
miRNA es regulado por la dieta. De esta forma cuando
los niveles de colesterol en las células disminuyen, el
aumento de la expresion de miRNA-33 asegura un nivel
adecuado de colesterol en la célula.

Ademas de regular el metabolismo lipidico, el miRNA-
33 participa en la regulacion de otras vias importantes
como: respuesta inflamatoria, secrecion biliar, homeos-
tasis de glucosa, balance energético, regulacién del
ciclo celular (Ver Figura 2). A través de la regulacion
de estas vias miR-33 juega un papel fundamental en

Vias metabolicas reguladas por miRNA 33

Diferenciacion celular mieloide
Regulacion del ciclo celular \

Metabolismo de fosfolipidos

Balance energético, senalizacion de insulina,
Metabolismo de

lucosa

Metabolismo de acidos grasos
CROT, CPT1A, HADHB, AMPKa, FASN,

Biogénesis de HDL y homeostasis de colesterol
ABCA1, ABCG1, NPC1, AKR1D1, CYP11A1, CYP7B1, HMGCR, HMGCS1,

Respuesta Inflamatoria
RIP140, ARG1, IL-10, TNFa, TLR6, TLR13,
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Regulacion del metabolismo lipidico por miRNAs
miRNA Blanco Efecto

4§ Eflujo de colesterol
¥ Secrecién biliar

miR-33 ABCA1, ABCG1, NCP-1
ABCB11, ATP8B1

CROT CPT1A HADHb Regulacion del metabolismo de acidos grasos (B-oxidacion)
SIRTUIN-6 Regulacion del metabolismo de glucosa
AMPKa1 1 Actividad HMGCoA-R y ACC

miR-122 HMGCOoA-R, 7DHCR, MVK,
HMGCoAS1, FDPS, SQLE

1 Sintesis de colesterol

MTTP 1 Secrecion de VLDL
SREBP-1, FASN, ACC %, SCD | 1 Contenido hepatico de AG (FA)

miR-758 ABCA1
miR-26
miR-106b

§ Eflujo de colesterol

miR-370 Cpt1A

1 B-oxidacion
miR-122 1 Expresion de genes lipogénicos

miR-378/378* FABP-4, FASN, SCD-1
KLF15, Resistin

Regulacion de sintesis y guardado de TG

Modificado de: Norata y colaboradores Atherosclerosis 2013 ©

la iniciacién y progresion de la aterosclerosis y se
ha constituido en un importante blanco para nuevos
farmacos .

Las nuevas terapias
basadas en microRNAs

Gracias al conocimiento de los microRNAs y de la
interferencia de ARN una nueva generacion de medi-
camentos basados en ARN se encuentra en desarrollo
usando oligonucledtidos antisentido, siRNAs, homo-

Desarrollo de drogas basadas en ARN

logos de miRNA y distintos tipos de inhibidores de
miRNAW (Ver Tabla 2).

Empresas farmacéuticas como Santarispharma a/s,
Regulus Therapeutics, miRNATherapeutics y Genzy-
me anuncian en sus paginas web el grado de avance
de alguno de estos medicamentos para el tratamiento
de enfermedades como cancer, asma, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades infecciosas. Sin
embargo solo uno de estos medicamentos llamado
Mipomersen ha sido aprobado por la FDA para su
uso en humanos para el tratamiento de pacientes

para el tratamiento de enfermedades cardiovascualares

Blanco Droga

Enfermedad Laboratorio

ApoB Mipomersen ASO-LNA

Hipercolesterolemia familiar Genzyme

miR 122 Miravirsen ASO-LNA

HCV, Hiperlipidemia

Santaris Pharma

PCSK9 SPC5001 anti PCSK9 ASO- LNA | Hipercolesterolemia familiar

Santaris Pharma

ApoB SPC4955 ASO- LNA

Hipercolesterolemia familiar

Santaris Pharma

miR-208 MGN-9103 ASO-LNA

Mejora la funcion cardiaca
Falla cardiaca tiene beneficios para tratar

miRagen Therapeutics

miR-29 miR 29 mimético modificado Fibrosis

miRagen Therapeutics

Familia miR-15 | MGN-1374 ASO-LNA

IAM Reduccion del area de infarto
mejora de la funcion cardiaca

miRagen Therapeutics

miR-34 LNA-anti-miR-34a

Atenuia remodelacion cardiaca
y mejora funcion cardiaca

miRNA

miR-103/107 | anti-miR modificado

Mejora homeostasis de glucosa
y sensibilidad a insulina Alnylam

Regulus Therapeutics,

miR-21 RG012 20 anti-miRNA modificado | Fibrosis Sindrome de Alport

Regulus Therapeutics,
Sanofi Aventis

Modificado de: Hennessy y colaboradores Journal of Cardiovascular Pharmacology 2013 (7
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Cambio porcentual promedio con el uso de Mipomersen hasta la semana 28
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Cambios porcentual promedio luego del tratamiento con
Mipomersen durante 28 semanas frente a placebo de
(A) LDL; (B) Apolipoproteina B ApoB; (C) Lipoproteina a
Lp(a); (D) Colesterol no HDL y (E) Colesterol total.
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homocigotos con hipercolesterolemia familiar (HF),
lo que significa un gran avance en el campo de la
farmacologia.

Mipomersen: terapia génica dirigida
al gen de la Apolipoproteina B

Mipomersen es un ASO (oZigonucledtido antisentido
por sus siglas en inglés) de 20 nucleétidos, modi-
ficado para ser mas estable y mas especifico, cuyo
blanco es la Apolipoproteina B (ApoB), componente

esencial de moléculas de LDL y otras moléculas
aterogénicas 12,

Mipomersen se administra en forma subcutanea y
se distribuye en el higado donde se une al ARNm de
ApoB, bloqueando principalmente la traduccién de este
gen con la consecuente disminucion de la concentracién
plasmatica de esta proteina que lleva a una disminucion
del colesterol total y de LDL colesterol & %19,

Recientemente la FDA aprob¢ el uso de Mipomersen
para el tratamiento de pacientes homocigotos con HF, un
desorden genético del metabolismo lipidico que se ca-
racteriza por niveles aumentados de LDL y colesterol, y
mayor riesgo de eventos cardiovasculares precoces!'?.

En un estudio randomizado, muticéntrico, doble cie-
go McGowan y colaboradores’® demostraron que
usando Mipomersen en una dosis semanal de 200
mg (controles=39 placebo=19) en pacientes con HF
severa (LDL > 200 mg/dl mds enfermedad coronaria o
LDL > 300 mg/dl sin enfermedad coronaria) en dosis
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maximas de hipolipemiantes, el tratamiento con Mi-
pomersen conduce a una reduccién de los niveles de
LDL-C cercana al 36% sobre la linea de base.

Otro efecto beneficioso del uso de este farmaco es que
también se reducen los niveles de otras moléculas ate-
rogénicas, o que han demostrado ser factores de riesgo
cardiovascular como colesterol total, ApoB, lipopro-
teina a y colesterol no HDL (Ver Figura 3). En cuanto
a la seguridad del farmaco, este trabajo demuestra que
es seguro, presentando pocas reacciones adversas entre
las que destacamos reacciones en el sitio de inyeccién
y un sindrome de tipo gripal.

Otros dos trabajos muestran que Mipomersen es efec-
tivo en el tratamiento de pacientes con HF homocigo-
tos 19, o heterocigotos mas enfermedad coronaria ('”
y que estan al tope con sus terapias hipolipemianetes
con reducciones significativas de los niveles de LDL
y de otras lipoproteinas aterogénicas.

Ademas Stein y colaboradores, muestran que en pa-
cientes que no logran niveles 6ptimos de LDL a pesar
de recibir dosis méximas de estatinas, el agregado de
Mipomersen permite alcanzar la meta terapéutica de
LDL < 100 mg en el 45% de los pacientes que recibie-
ron este farmaco 7.

En otro trabajo Akdim y colaboradores, evaluaron el
uso de distintas dosis de Mipomersen en monoterapia

Farmanuario

Vademécum MoviL

Ahora tambien en su celular!!!

en una poblacién de pacientes con hiperlipemia media a
moderada (LDL de 119 a 266 con una media de 173) sin
diagnastico de HF, y sin ninguna otra condicion que sea
causa secundaria de dislipemia. En este grupo muestran
una reduccion significativa dosis dependiente de LDL
y otras moléculas aterogénicas incluyendo grandes
reducciones en los niveles de triglicéridos !¥.

En conclusion:

» Mipomersen solo 0 en combinacién con otros
hipolipemiantes es efectivo para tratar pacientes
homocigotos y heterocigotos con HF y pacientes
con otras dislipemias que no sean HF.

» Ademas, este farmaco es una gran alternativa en
pacientes que no toleran estatinas, o que a dosis méxi-
mas de estas no llegan a los niveles recomendados de
reduccion del LDL con pocos efectos adversos.

Terapias génicas en desarrollo
basadas en ARNs

siRNAs

Los siRNAs son ARNs doble cadena de unos 19-25
nucleétidos de longitud y tienen gran homologia con su
blanco, lo que les da mayor especificidad y minimiza
la aparicion de efectos indeseados. Sin embargo, hay
dificultades para usar siRNA en la practica clinica de-

DISPONIBLE EN D Disponible en el
Gole
;00gle

App Store
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bido a problemas en la llegada a los 6rganos o tejidos
blanco, reacciones en el sitio de inyeccién y respuestas
inflamatorias mediadas por interferon (V.

miRNAs

Los miRNAs estan desregulados en muchas enferme-
dades desde cancer ¥ a depresién @ y cémo actdan
sobre muchos blancos a la vez, es posible a través de
la regulacion de la expresion de un miRNA modular
una via en su totalidad.

Hoy en dia se estan desarrollando distintas estrategias
para aumentar o inhibir la expresion de miRNAs.

Inhibidores de miRNA

Para inhibir la expresion de un miRNA se estan usan-
do anti-miRNA que acttian uniéndose a su miRNA
e impidiendo la uniéon del miRNA endoégeno a su
blanco. Los anti-miRNA contienen nucledtidos mo-
dificados LANs (loked nucleic acids), que aumentan
su afinidad, estabilidad y especificidad por el blanco.
También se pueden utilizar los llamados miRNA
esponjas, que actuan secuestrando miRNAs, ya que
presentan secuencias complementarias a las regiones

semillas de miRNA. Un problema al utilizar estos es
que es dificil determinar su dosis. Pero como pueden
ser administrados usando vectores virales, es posible
inducir su expresion en un tipo determinado de célula
y/o tejido @Y.

Analogos de miRNA

Los analogos de miRNA o miRNA miméticos pueden
usarse terapéuticamente en enfermedades o distintas
entidades en que ya sabemos que la disminucion de
la expresion de un miRNA tiene aparejado una conse-
cuencia deletérea o la represion de una via que lleva a
determinada patologia. Sin embargo por su caracte-
ristica de ARN, el desarrollo de este tipo de drogas ha
encontrado las mismas dificultades que los farmacos
basados en siRNA, principalmente dificultades en la
llegada a determinados tejidos .

Para resolver este problema se estan utilizando vecto-
res virales que permiten expresar o reprimir miRNAs
en tejidos u dOrganos especificos habiendo obtenido
resultados exitosos 2?3
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