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ABSTRACT

Hypomagnesaemia with secondary hypocalcemia is a rare autosomal recessive disease
characterized by magnesium deficiency, caused by mutations in the TRPM6 gene and
for which there is no specific treatment beyond the administration of high doses of

magnesium for life.

RNA-based therapies are a new technology to prevent and combat diseases, including

rare and ultra-rare ones, such as HSH.

The objective of this work is to review the main RNA-based therapies and to carry out a
computational study of the missense, synonymous and splicing mutations that cause
HSH, which allows us to determine if any of them potentially affects at the RNA level,
and we will discuss the possible applicability of some of the therapies described in

certain cases of HSH.

For the bibliographic review of RNA-specific therapies, the information collected
corresponds to studies that have been published in the last 10 years in journals that are

relatively relevant, and a series of bioinformatic tools were used for the in silico analysis.

According to our in silico analysis of HSH-causing mutations, some of the exonic
missense and synonymous mutations, in addition to all the intronic ones, could be
affecting the splicing process, preventing the recognition by the splicecosome of the
donor or acceptor site, and these patients could be potentially treated with RNA based

therapies.



RESUMEN

La hipomagnesemia con hipocalcemia secundaria es una rara enfermedad autosémica
recesiva caracterizada por deficiencia de Mg?*, causada por mutaciones en el gen TRPM6
y para la que no existe un tratamiento especifico mas alld de la administracién de altas

dosis de Mg de por vida.

Las terapias basadas en ARN son una nueva tecnologia para prevenir y combatir

enfermedades, entre ellas las raras y ultra-raras, como la HSH.

El objetivo de este trabajo es revisar las principales terapias basadas en ARN y llevar a
cabo un estudio computacional de las mutaciones de cambio de sentido, silentes y de
splicing causantes de HSH, que nos permita determinar si alguna de las mismas afecta
potencialmente a nivel de ARN, y discutiremos la posible aplicabilidad de alguna de las

terapias descritas en ciertos casos de HSH.

Para la revision bibliografica de las terapias especificas de ARN la informacion recopilada
se corresponde a estudios que han sido publicados en los ultimos 10 afios en revistas
gue presentan relativa relevancia y para el analisis in silico se utilizaron una serie de

herramientas bioinformaticas.

Segun nuestro analisis in silico de mutaciones causantes de HSH, las mutaciones
exonicas de cambio de sentido y la sindnima, ademas de todas las intrdnicas, podrian
estar afectando al proceso de splicing, impidiendo el reconocimiento por parte del
espliceosoma del sitio donador o el aceptor, de manera que los pacientes portadores

podrian ser potencialmente tratados con terapias basadas en ARN.



1. INTRODUCCION
1.1. METABOLISMO DEL Mg2*

El Mg es un elemento esencial necesario para mas de 300 reacciones bioquimicas
en el cuerpo humano y un constituyente principal del tejido 6seo. Ayuda a mantener el
funcionamiento normal de musculos y nervios, a ajustar los niveles de glucosa en la
sangre, en la produccion de energia y proteina, mantiene constantes los latidos del
corazdn. Ademds, los iones Mg?* son necesarios para la produccién de la hormona
paratiroidea que regula las concentraciones de calcio en la sangre (1). La homeostasis
del Mg?* se mantiene mediante la reabsorcion renal e intestinal, aunque el rifién juega

un papel predominante (2).

La incapacidad del organismo para absorber y retener el Mg que se adquiere a
través de la dieta conduce a una hipomagnesemia, que es la concentracién sérica de

Mg < 1,8 mg/dL (< 0,70 mmol/L) (3).
1.2. HIPOMAGNESEMIA PRIMARIA CON HIPOCALCEMIA SECUNDARIA (HSH)

La HSH es una rara enfermedad autosdmica recesiva caracterizada por
deficiencia de Mg?* debido a una absorcidn intestinal deficiente y una pérdida renal, lo
que provoca nhiveles bajos de Mg?* séricos y un metabolismo aberrante del calcio (4). El
sintoma predominante son las convulsiones generalizadas y recurrentes. Las
caracteristicas adicionales que se observan en el periodo neonatal incluyen tetania (que
no responde a la terapia con calcio), retraso en el crecimiento, inquietud, temblores,
espasmos musculares y cianosis perioral, pudiéndose observar arritmia cardiaca (5). La
hipomagnesemia prolongada e intensa causa hipoparatiroidismo que eventualmente
conduce a la hipocalcemia secundaria en los pacientes (6), definida como una
concentracién sérica de Ca?* total por debajo del limite inferior de la normalidad (<8,5
mg/dl o 2,1 mmol/l) y en el caso del Ca iénico <4,6 mg/dl o 1,15 mmol/l (3). El
diagndstico tardio puede llevar a los pacientes a una lesidn neuroldgica permanente o

incluso a la muerte subita como resultado de las arritmias (3).

La HSH no dispone de un tratamiento especifico mas alla de la administracion de
altas dosis de Mg -0,1-0,2 mmol (equivalente a 25-50 mg) Kg/peso corporal, hasta un

maximo de 8 mmol (equivalente 2 g)-, generalmente por via IV, que solo conduce al



alivio de los sintomas clinicos, la normocalcemia y la normalizacién de los niveles de PTH
(7). La terapia parenteral aguda es seguida por la administracidon de suplementos orales
de Mg en dosis altas de por vida (7).

Se ha descubierto que mutaciones en el gen TRPM6 son las causantes de la HSH
(8). El gen TRPM6 humano (NCBI ID 140803) se encuentra localizado en el cromosoma 9
(9921.13) y esta formado por 39 exones (9). La proteina TRPM6 (canal catidnico de
potencial de receptor transitorio melastatina 6) es una proteina que posee un dominio
de canal idnico de Mg?* y un dominio de proteina quinasa C-terminal (9). Se han
encontrado al menos 84 mutaciones diferentes en el gen TRPM6 en personas con HSH,
que dan lugar en su mayoria a una deficiencia de proteina funcional (mutaciones de
cambio de sentido o missense, sin sentido o nonsense, de cambio de pauta de lectura o

frameshift, deleciones, inserciones y de maduracion del ARNm o splicing) (10).
1.3. EL ACIDO RIBONUCLEICO (ARN)

El ARN es un acido nucleico esencial para el desarrollo de cualquier forma de
vida, participa en la sintesis de proteinas, en la regulacién de la expresién génica, la

modificacion de otras moléculas de ARN y en la catalisis quimica, entre otros (11).
1.4. ARN MENSAJERO (ARNm)

El ARNm es una molécula fundamental para la traduccidén. La mayoria de los
genes humanos se organizan en secuencias codificantes, que son traducidas a proteinas,
llamadas exones, y secuencias no codificantes, denominadas intrones; estos deben ser
eliminados para que la informacidén transcrita pueda ser traducida correctamente. Las
moléculas de ARN inmaduras sintetizadas mediante la transcripcién se denominan pre-

ARNm (11).

El proceso de maduracién del pre-ARNm se denomina splicing, se trata de un
proceso de “corte y empalme”, donde se eliminan los intrones y se unen los exones para

producir una molécula de ARNm maduro (figura 1.A).
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Figura 1. (A) Procesamiento del pre-ARNm (corte y empalme o splicing). (B) Elementos
reguladores del proceso de splicing . Adaptado de Claverie-Martin et al., 2015 (12)

1.5. SECUENCIAS REGULADORAS DEL PROCESAMIENTO DEL PRE-ARNmM

El procesamiento del pre-ARNm estd regulado por secuencias consenso que
ayudan a definir las regiones intrénicas y exénicas, como los dinucledtidos situados en
los extremos 5’ y 3’ de los intrones, llamados sitios donador y aceptor, respectivamente.
Estos indican a la maquinaria celular (espliceosoma) las posiciones dénde debe ocurrir
el corte (13). Ademas, las moléculas de pre-ARNm portan elementos encargados de
modular su procesamiento, a través de la unién a diferentes proteinas pertenecientes
al espliceosoma (Figura 1.B). Estas secuencias pueden tener una funcién amplificadora
del proceso (sitios ESE o ISE), es decir, que favorecen la inclusién de una regién
determinada en la molécula final, o inhibidora o silenciadora del mismo (sitios ESS o ISS),
es decir, que favorecen la exclusién de una region en el ARNm maduro (14). Las
proteinas pertenecientes al espliceosoma encargadas de reconocer estos elementos son
respectivamente las SR (del inglés Serin/Arginine-rich (SR) proteins) y las hnRNP (del

inglés heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) (14-17).



1.6. MUTACIONES DE SPLICING Y MUTACIONES EXONICAS

Las secuencias conservadas de los sitios donador y aceptor del splicing son
susceptibles de ser alteradas mediante la sustitucion de un nucledtido por otro, de
manera que mutaciones localizadas en los extremos 5’ y 3’ de los exones, o en zonas
proximas tanto intronicas como exdnicas, pueden alterar la capacidad de
reconocimiento del exdn por parte del espliceosoma (Figura 2) (18). Las mutaciones de
cambio de sentido son aquellas localizadas en regiones codificantes de los genes que
dan lugar al cambio de un aminoacido por otro en la proteina codificada pudiendo
generar la pérdida total o parcial de la actividad de la proteina, alterar la estructura de
la que formara parte, o afectar su localizacidn celular. Sin embargo, entre un 15-25% de
éstas también alteran el procesamiento del pre-ARNm (19). Esto es debido a que dichas
mutaciones alteran o eliminan secuencias del pre-ARNm implicadas en su
procesamiento, actuando como verdaderas mutaciones de splicing (Figura 2) (20-22) y
generando cambios mucho mas drasticos en la proteina resultante que los que cabria

esperar por el cambio de aminoacido predicho (23).
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Figura 2. Alteraciones de splicing causadas por mutaciones.



1.7. ARN NO CODIFICANTE (ARNnNc)

Casi el 98% del genoma de los mamiferos se transcribe en ARNnc que regulan la
expresion de los genes y la funcion de las proteinas. Se han clasificado en ARNnc
constitutivos que realizan funciones esenciales en el organismo; los ARN de
transferencia (ARNt), que trasporta aminodcidos, los pequefios ARN nucleolares
(ARNsno) para las modificaciones del ARN, los pequefios ARN nucleares (ARNnn) para el
proceso de splicing, y el ARN ribosémico (ARNr) para la sintesis de proteinas (24), y los
ARNnNc reguladores que son; los microARNs (ARNmi), los ARN pequefios de interferencia
endogenos (endo-ARNsi), los ARNs pequefios asociados a PIWI (ARNpi) y los ARNnc
largos (ARNInc) (25), que intervienen en procesos como el control de la traduccién y la
estabilidad del ARN, la regulacion de la expresidn génica, regulaciéon epigenética y la

estructura nuclear (24).

1.8. TERAPIAS BASADAS EN ARN

Gracias al Proyecto Genoma Humano (HGP) los investigadores han podido
revelar el importante papel de los ARN codificantes y no codificantes en diversas
enfermedades (26). Esto ha proporcionado informacion potencial para el desarrollo de
posibles tratamientos para diversas enfermedades mediante la introduccién de acidos
nucleicos en la célula para controlar la expresion de genes alterados de forma
permanente o transitoria (26). En los Ultimos afios se han desarrollados nuevas terapias
basadas en ARN, una nueva tecnologia para prevenir y combatir enfermedades, entre

ellas, las enfermedades raras como la HSH (27).

La mayoria de las terapias de ARN se pueden clasificar en 3 categorias: las que se
dirigen a los 4cidos nucleicos (ya sea ADN o ARN), las que se dirigen a las proteinas vy las

que codifican las proteinas (28).
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2. JUSTIFICACION DE TRABAJO Y OBJETIVOS

La mayoria de las mutaciones descritas para la HSH son exdnicas y de splicing.
Entre un 15-25% de las mutaciones exdnicas (de cambio de sentido o silentes) alteran el
procesamiento del ARNm y su efecto es mas drastico que el cambio de un aminodcido

por otro.

Nuestro objetivo es predecir el posible efecto de mutaciones exdnicas causantes
de HSH descritas en el gen TRPM6 a nivel de ARNm vy discutir la posible aplicacion o
eficacia de las terapias especificas de ARN desarrolladas en los ultimos afios.

En concreto:

- Analizar con herramientas bioinformaticas (in silico) el posible efecto sobre el

procesamiento del pre-ARNm de mutaciones exdnicas y de splicing causantes de HSH

- Realizar una revisidn bibliografica de las terapias especificas de ARN vy discutir su

aplicabilidad en los resultados del analisis in silico.

11



3. MATERIAL Y METODOS
3.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Para la revisidn bibliografica se recurrié a las siguientes bases de datos, revistas

y bibliotecas virtuales gratuitas para recopilar la informacién: Pubmed, Google

académico y MedlinePlus, utilizando las siguientes palabras clave solas o en

combinacidn, tanto en espafiol como en inglés: “hipomagnesemia primaria con
» ou

hipocalcemia secundaria”, “mutaciones”, “gen TRPM6”, “terapias basadas en ARN”. Se

empled como gestor bibliografico el programa RefWorks.

Los criterios de inclusidon y exclusion de los recursos se basan, principalmente, en
la antigliedad, indice de impacto e idioma de las publicaciones. Concretamente, la
informacién recopilada se corresponde a estudios que han sido publicados en los
ultimos 10 afios en revistas que presentan relativa relevancia. Aunque, ocasionalmente
se ha recurrido a fuentes mas antiguas para corroborar datos o descripciones

encontradas en referencias mas recientes.

3.2. ANALISIS IN SILICO:

La base de datos de mutaciones de genes humanos (HGMD®) profesional 2022.1

(https://my.qgiagendigitalinsights.com/bbp/view/hgmd/pro/start.php) para el gen

TRPM6 (NM_017662.5) recoge un total de 44 mutaciones de cambio de sentido o
missense y sin sentido o nonsense, y 16 mutaciones de splicing (sustituciones con
consecuencias para el empalme (splicing) del ARNm. Las posiciones dadas como
numeros enteros positivos se refieren a una ubicacion de 3' (corriente abajo del intrén),
los numeros enteros negativos se refieren a una ubicacion de 5' (corriente arriba del

intrén) (ver anexo).

Se excluyeron del analisis las mutaciones sin sentido, aquellas mutaciones para
las que no estaba disponible la secuencia de nucleétidos y tres mutaciones en TRPM®6
cuyo fenotipo no era la hipomagnesemia sino trastornos del espectro autista. Las
mutaciones seleccionadas se recogen en la Tabla 2. Se analizé un total de 36 mutaciones;

21 variantes de cambio de sentido, 1 variante sindnima y 14 de splicing.

Para predecir el posible impacto en el proceso de splicing de las mutaciones

seleccionadas se utilizé; Human Splicing Finder (HSF, https://www.genomnis.com/) que

12
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permite la identificacion de todas las sefiales de splicing, incluidos los sitios aceptores y

donadores, los puntos de ramificacién y las secuencias auxiliares; ESE y ESS (29).

Para el andlisis predictivo del grado de patogenicidad de las mutaciones de
cambio de aminodcido seleccionadas se utilizd: SIFT (30) (https://sift.bii.a-star.edu.sg/),
Mutation  Taster (31) (https://www.mutationtaster.org/), Polyphen2 (32)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) y CADD (https://cadd.gs.washington.edu/)
(33). Estas herramientas realizan una clasificacién de las variantes introducidas basada
en sus propios algoritmos, otorgandoles una puntuacidon que serd mayor o menor en
base a suimpacto en la proteina. En el caso de CADD scores, los valores mas altos (punto
de corte recomendado de 15) indican que es mas probable que una variante tenga

efectos nocivos.
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4. RESULTADOS

4.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1.1. TERAPIAS ESPECIFICAS DE ARN

Las terapias especificas de ARN son aquellas basadas en el uso de moléculas de

ARN para modular vias biolégicas implicadas en determinadas patologias. En general, la

secuencia de ARN es la clave para manipular la expresion o actividad de sus moléculas

diana (34).

4.1.2. TIPOS DE TERAPIAS DE ARN

La mayoria de las terapias de ARN pueden clasificarse en una de las tres grandes
categorias: las que se dirigen especificamente a los acidos nucleicos (ya sea ADN o ARN),

las que tienen proteinas como dianas, y las que codifican proteinas. También estan

surgiendo enfoques hibridos que combinan varios de estas alternativas (28) (Tabla 1).

inmunitaria mediante la

produccidn de la proteina

espiga del SARS-CoV-2

Farmaco de ARN Marca Afio de Mecanismo de accidn Enfermedad objetivo
comercial aprobacion
Oligonucledtidos antisentido
Fomivirsen Vitravene 1928 Inhibicion de la traduccién IE2 retinitis por
del ARNm viral que codifica citomegalovirus
la proteina
Mipomersen Kynamro 2013 Induccién de la degradacion Hipercolesterolemia
del ARNm de APOB familiar
Musinersen Spinraza 2016 Induccién de inclusion de Atrofia muscular en la
exon en ARNm de SMIN2 columna
Eteplirsen Exondys 51 2016 Induccion de salto de exdén Distrofia muscular de
en ARNm de DMD Duchenne
Inotersen Tegsedi 2018 Induccién de la degradacion Amiloidosis por
del ARNm de TTR transtiretina hereditaria
Golodirsen Vyondys 53 2019 Induccion de salto de exdn Distrofia muscular de
en ARNm de DMD Duchenne
Pequefios ARN de interferencia
Patisiran Onpattro 2018 Escision mediada por Amiloidosis por
interferencia de ARN de transtiretina hereditaria
ARNm de TTR
Givosiran Givlaari 2019 Escision mediada por Porfiria hepatica aguda
interferencia de ARN de
ARNm de ALAS1
Lumasiran Onduma 2020 Escision mediada por Hiperoxaluria primaria
interferencia de ARN de tipo 1
ARNm de HAOL
Inclisirdn Leqvio 2021 Escision mediada por Hipercolesterolemia
interferencia de ARN de
ARNm de PCSK9
Aptameros de ARN
Pegaptanib Macugen 2004 Unidn antagonista a la La degeneracion macular
‘ proteina VEGF relacionada con la edad
ARN mensajeros
Tozinameran Comuna 2020 Induccion de la respuesta COVID-13
inmunitaria mediante la
produccion de la proteina
espiga del SARS-CoV-2
Elasomerano Spikevax 2020 Induccion de la respuesta COVID-19|

Tabla 1. Principales farmacos basados en ARN aprobados para su uso en humanos
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La terapia ARN antisentido se basa en la utilizacion de una molécula corta de
ADN disefiado para ser parte complementaria (antisentido) de un ARNm y asi prevenir

la expresién de la correspondiente proteina alterada (35).

Los oligonucledtidos mas representados (alrededor del 65% del total) son los
oligonucleétidos antisentido (ASO). Se subdividen en dos grupos seglin su modo de
accién; ASOs inhibidores de la expresion génica y ASOs moduladores de splicing (35). Los
primeros actlan via mecanismos que implican a la ARNasa H (36). Los moduladores del
splicing estan disefiados para unirse a las uniones intrén-exén de los pre-ARNms donde
producen un bloqueo estérico del reconocimiento de las regiones reguladoras del
splicing (36). La mayoria de los moduladores de splicing tienen una estructura quimica
similar a la del ADN, pero incluyen modificaciones quimicas para evitar el
reconocimiento por parte de la ARNasa H de los duplex formados entre los pre-ARNm y
los inhibidores del splicing (35). Los ASOs pueden actuar de diferentes maneras:
excluyendo un pseudoexdn debido a una mutacidon en el punto de empalme exdn-
intrén, induciendo la “eliminacién” o “silenciamiento” de exones que contienen una
mutacion, saltdndose uno o mas exones que flanquean una deleciéon de forma que se
altera la lectura sorteando la zona mutada o forzando la seleccion de un punto

de splicing alternativo.

Nusinersen es un ASO aprobado para combatir la atrofia muscular espinal,

causada por una mutacioén en el gen SMN1 (34).

—
ADSD
- Modulacian de empalme
a/’
,/’
ARMasa H Degradacion del ARM

Figura 3. Mecanismo de acciéon de los ASO
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El segundo tipo de oligonucleétidos son los ARNSsi, representando un 32% del
numero total. Los ARNsi son moléculas de ARN de doble cadena capaces de hibridarse
especificamente con su ARN diana y modular su expresidn (37). En el ARNi nativo, los
ARNs enddgenos forman un complejo con la proteina Argonauta (Ago) para producir un
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), que luego suprime la expresién de
sus ARNm diana mediante una unién especifica (38). Los farmacos basados en el ARNsi
utilizan esta misma maquinaria para ejercer un efecto similar (34). Todos ellos se
consideran de la categoria de inhibidores de la expresion génica, ya que o bien inducen

la degradacién del ARN o bien inhiben la traduccién (35).

Patisiran es el primer farmaco de ARNsi aprobado por la FDA en 2018. Se trata
de un medicamente efectivo para la amiloidosis hereditaria por transtiretina, una

enfermedad genética degenerativa y letal. (34).

JUITT  + AGO2

interferencia de ARN

Figura 4. Mecanismo de accién de los ARNsi

Aptameros

Los aptameros son acidos nucleicos monocatenarios cortos que pueden unirse a
una variedad de dianas, como proteinas, péptidos, carbohidratos y otras moléculas,
gracias a su estructura terciaria, en lugar de a su secuencia, y modular su funcion. Los

aptameros se unen a las dianas con alta especificidad y afinidad, y pueden servir como
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agonistas, antagonistas, aptameros biespecificos e incluso portadores de otros farmacos
(39). El Unico aptdmero aprobado por la FDA hasta la fecha es el Pegaptanib,

desarrollado para el tratamiento de la degeneracion macular asociada a la edad (35).

Terapias basadas en ARNm

Se trata de ARNms sintetizados mediante trascripcion in vitro, a los que se les
afiade un andlogo de cap a su extremo 5’ para facilitar su reconocimiento por parte de
la maquinaria de traduccién de la célula (40). Las terapias basadas en ARNm se pueden
dividir en dos amplias subcategorias en funcion de su propdsito, por un lado, el
reemplazo o complementacion de proteinas endégenas, como es el caso de las terapias
gue rescatan la actividad de enzimas deficitarias, y por otro, aquellas terapias en las que
el ARNm actua como vacuna contra enfermedades infecciosas o cancer (41, 42). En las
vacunas contra el SARS-COV2, con las que se logré combatir la pandemia en tiempo
récord, el ARNm exdgeno instruye a las células del cuerpo sobre cémo producir una

proteina que desencadena una respuesta inmunitaria contra el virus (34).

4.1.3. VENTAJAS DE LAS TERAPIAS ESPECIFICAS DE ARN

Las terapias basadas en ARN presentan numerosas ventajas frente a tecnologias
mas convencionales, como es por ejemplo el hecho de que, al ser especificas para una
secuencia concreta, pueden dirigirse contra practicamente cualquier componente
genético del interior celular y contra cualquier molécula no susceptibles de tratamiento
que, de otro modo, serian dificiles de atacar con farmacos basados en moléculas
pequefias. A partir de una estimacion, una quinta parte de las proteinas pueden ser
atacadas por medicamentos de uso comun, incluidas moléculas pequenas y anticuerpos
(43). Su desarrollo rapido y rentable, en comparacion con el de moléculas pequenas o
proteinas recombinantes y la capacidad de alterar rapidamente la secuencia de la
construccion de ARNm para tratamientos personalizados o para adaptarse a un
patdgeno en evolucidon es también una ventaja frente a las terapias convencionales.

Ademds, gracias a las modificaciones introducidas en su sintesis, sus efectos pueden ser
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estables a largo plazo, y no presentan riesgos significativos genotéxicos comparados con

las terapias basadas en ADN (34).

Por otro lado, gracias a la versatilidad de estas terapias, una vez establecidas las
vias de administraciéon y la quimica especifica, el coste para desarrollar estos farmacos
es cada vez menor, lo que ya estd permitiendo desarrollar terapias personalizadas

especificas para enfermedades muy raras (44).

La liberacion del farmaco a un érgano concreto puede ser necesaria para determinadas
patologias. Las nanoparticulas lipidicas son trasportadas y eliminadas por el higado y los
rifones, por lo que muchas de las terapias actuales basadas en ARN se dirigen a
enfermedades que afectan a estos drganos, por lo que los esfuerzos actuales deben
encaminarse a facilitar la administracién o liberacién a otros érganos y tipos celulares

(45).

4.2. ANALISIS IN SILICO

Las mutaciones exdnicas y de splicing en el gen TRPM6 relacionadas clinicamente
con la HSH seleccionadas fueron sometidas a andlisis bioinformatico para valorar su
grado de patogenicidad y su efecto potencial en el splicing. (resultados en la tabla 2).
Todas ellas fueron designadas como patogénicas o potencialmente dafinas por al
menos 3 de los programas utilizados, salvo la variante de cambio de sentido p.H584R
(c.1751A>G ). En cuanto a su efecto potencial en el splicing, la herramienta HSF
considerd sin impacto (verde) 7 de las variantes, con probabilidad de impacto baja
(amarillo) 12 mutaciones, con probabilidad de impacto moderada (naranja) 1 variante,
y con probabilidad de impacto alta (rojo), 16. De estas, 1 es la variante de cambio de
sentido p.K436R (c.1307A>G), y otra es la Unica variante sindnima incluida en el andlisis,
p.T846= (c.2538G>A). Esta ultima es llamativa ya que al no producir un cambio de
aminoadcido se consideraria una mutacidon neutra. Las 14 restantes son las mutaciones
intronicas clasificadas como mutaciones de splicing en la base de datos HGMD. Todas
las variantes que predicen un elevado impacto en el procesamiento de splicing producen
la pérdida de la secuencia reguladora aceptora o donadora del correspondiente exdn.
Esto, de reproducirse a nivel funcional, conllevaria el no reconocimiento del exdén

correspondiente y, por tanto, su exclusion, total o parcial, del transcrito final o, por el
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contrario, la inclusién en el transcrito final de regiones intrénicas. Estos transcritos
aberrantes pueden ser degradados por la maquinaria celular, y por tanto no producirse

proteina en absoluto, o dar lugar a sintesis de proteinas incompletas y/o defectuosas.
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ACCESO

MUTACION

EXON/

EFECTO

FENOTIPO

REFERENCIA

SIFT PolyPhen2

PATOGENICIDAD

Mutation
taster

CADD
Score

Elementos de
splicing

HSF \

Secuencias
EINAIEIES

CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
CAT-AAT c.181C>A . . ~ Posiblemente . _
CM158864 His61Asn 0.HEIN E4 SE.NTIDO con hlpocalc.emla Astor (2015) Endocr. Connect 4:215 DANINA DARINA PATOGENICA | 16.84 Sin impacto
(missense) secundaria
CAMBIO DE Alteracion del
GAT-GGT c.278A>G . ) ) o Posiblemente . Nuevo donador .
CM1920673 Aspa3Gly 0.093G E4 SE.NTIDO Hipomagnesemia Hureaux (2019) Kidney Int 96:1408 DANINA DARNINA PATOGENICA | 24.8 (6=48.96%) equilibrio ESE/ESS
(missense) (-3)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
cMo21155 | TCATTA c.422C>T ES SENTIDO | con hipocalcemia Schlingmann (2002) Nat Genet 31:166 pARINA | Posiblemente o rncenica| 33 | sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
Serl4lleu p.S141L X . DANINA
(missense) secundaria (-5)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
ATA-AGA .521T o~ P | ,
CM060086 G €5211>G E5 SENTIDO | con hipocalcemia Jalkanen (2006) Eur J Hum Genet 14:55 pARINA | Posiblemente o) 2hcenica| 26.4 Sin impacto
llel74Arg p.1174R X . DANINA
(missense) secundaria
CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
ACT-CCT ¢.1060A>C . . ~ Posiblemente |POLIMORFISM ..
CMO060087 Thr354Pro 0.T354P E9 SE‘NTIDO con hlpocalcf:-zmla Jalkanen (2006) Eur J Hum Genet 14:55 DANINA DANINA 0 25 Sin impacto
(missense) secundaria
CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
AAG-AGG ¢.1307A>G . . . ) o Posiblemente .
CM1620681 Lys436Arg 0.K436R E11 SE.NTIDO con hlpocalc.emla Tej (2016) Open J Pediatr 6:290 NO DANINA DANINA PATOGENICA | 22.2
(missense) secundaria
CAMBIO DE Alteracion del
TAC-TGC c.1436A>G Hipomagnesemia . . o Posiblemente . L o
CM2026060 Tyra79Cys 0.YA79C E12 SE.NTIDO 1, Intestinal Seo (2020) Clin Genet 98:562 DANINA DARINA PATOGENICA | 26.2 Sin impacto equilibrio ESE/ESS
(missense) (-5)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
CAT-CGT c.1751A>G . Posiblemente Nuevo donador
M21212 E1 ENTID hi | ia|B glu (2021 lin Res Pediatr E inol [NO DANINA BENIGNA . 7.022 ini
C 0 HisS84Arg p.H584R 6 S . (0] con hipoca cgmla ayramoglu (2021) J Clin Res Pediatr Endocrino (0] G PATOGENICA 0. (6=60.47%) Sin impacto
(missense) secundaria
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
cMmoso0sy | TOCTAC C¢21206>A | gy SENTIDO | con hipocalcemia Jalkanen (2006) Eur J Hum Genet 14:55 DARINA | Posiblemente | o, ocenica| 261 | Sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
Cys707Tyr p.C707Y X . DANINA
(missense) secundaria (-3)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
CTT-CCT c.2123T>C X . . o Posiblemente . .
CM142257 Leu708Pro 0.L708P E17 SE.NTIDO con hlpocalc.emla Lainez (2014) Eur J Hum Genet 22:497 DANINA DARINA PATOGENICA | 27.6 Sin impacto
(missense) secundaria
ACGACA 2 . i i . .
CM2118977 C2538G>A | p1g | siNGNIMA | TIPOM3ENESEMI@ | ) o 5021) ) pediatr Endocrinol Metab 34:1481 ND ND ND ND
Thr846Thr p.T846= 1, Intestinal
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracién del
GAG-GGG €.2615A>G . . ) . Posiblemente . Nuevo donador L
CM142258 Glu872Gly 0.E872G E20 SE.NTIDO con hlpocalc.emla Lainez (2014) Eur J Hum Genet 22:497 DANINA DANINA PATOGENICA | 28.5 (6=16.09%) equilibrio ESE/ESS
(missense) secundaria (-8)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
TTC-TTG €.2934C>G X X Astor (2015) Endocr Connect 4:215 PubMed . Posiblemente . Nuevo donador [
CM158861 Pheg78Leu 0.FO78L E22 SE.NTIDO con hlpocalc.emla 26273099 NO DANINA DARNINA PATOGENICA | 24.3 (6=70.11%) equilibrio ESE/ESS
(missense) secundaria (-6)
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PATOGENICIDAD \ HSF \

ACCESO MUTACION 249y EFECTO FENOTIPO REFERENCIA Mutation CADD | Elementos de Secuencias
SIFT PolyPhen2 .. T
taster Score splicing auxiliares

CAMBIO DE | Hipomagnesemia

CCA-CGA ¢.3050C>G Posiblemente

CMO071116 Pro1017Arg 0.P1017R E22 SE.NTIDO con hlpocalc.emla Chubanov (2007) J Biol Chem 282:7656 DANINA DARINA PATOGENICA | 26.6 Sin impacto
(missense) secundaria
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
GGT-GTT €.3125G>T . . Astor (2015) Endocr Connect 4:215 PubMed o Posiblemente . - .
CM158862 Gly1042Val 0.G1042V E23 SE.NTIDO con hlpocalc.emla 26273099 DANINA DARNINA PATOGENICA | 28.2 Sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
(missense) secundaria (-6)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
TAC-TGC c.3158A>G = Posiblemente : Nuevo donador
M142254 E2 ENTID hi | i Lai 2014) E H 22:497 DANINA o PATOGENICA | 26. ilibrio ESE/E.
C 5 Tyr1053Cys 0.Y1053C 3 S : 0 con hipoca cgmla ainez (2014) Eur J Hum Genet 9 DARNINA OGENIC 6.8 (6=17%) equilibrio ESE/ESS
(missense) secundaria (-6)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . . . . .
ATC-AAC c.3179T>A X X Lomelino-Pinheiro (2020) Endocrinol Diabetes . Posiblemente . e
CM2011307 11e1060Asn p.11060N E23 SE‘NTIDO con hlpocalcf:-zmla Metab Case Rep 2020:20-0005 DANINA DARINA PATOGENICA 30 Sin impacto
(missense) secundaria
CAMBIO DE Alteracion del
ATC-TTC c.3178A>T Hipotonia con - ) < Posiblemente . - —
CM194682 le1060Phe 0.11060F E23 SE‘NTIDO convulsiones 0zIU (2019) Pediatr Nephrol 34:1729 DANINA DANINA PATOGENICA | 29.4 Sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
(missense) (-2)
CAMBIO DE Alteracion del
AAG-GAG c.3292A>G . ) . o Posiblemente . L L
CM1915847 Lys1098Glu 0.K1098E E24 SE.NTIDO Hipomagnesemia Willows (2019) F1000Res 8 DANINA DANINA PATOGENICA | 27.3 Sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
(missense) (-2)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
cM1914167|  CCTETT ¢3311CT | ) SENTIDO | con hipocalcemia | Zhonghua Yi Xue Yi Chuan Xue Za zhi 36:805 | DARINA | POSPleMente | o rncenica| 23.6 | sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
Pro1104Leu p.P1104L ) . DANINA
(missense) secundaria (-2)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia . Alteracion del
cM142252 | CTGCCG C3428T>C | g SENTIDO | con hipocalcemia Lainez (2014) Euro J Hum Genet 22:497 DARINA | Posiblemente | o, ocenica| 285 | sinimpacto | equilibrio ESE/ESS
Leu1143Pro p.L1143P ] ) DANINA
(missense) secundaria (-2)
CAMBIO DE | Hipomagnesemia .
AGC-AAC c.5261G>A . . . o Posiblemente . _
CM142255 Serl754Asn 0.51754N E34 SE'NTIDO con hlpocalc.em|a Lainez (2014) Eur J Hum Genet 22:497 DANINA DANINA PATOGENICA | 32 Sin impacto
(missense) secundaria
Hipomagnesemia
CS212119 | IVS7ds G-A+1 | c.841+1G>A 17 SPLICING con hipocalcemia | Bayramoglu (2021) J Clin Res Pediatr Endocrinol ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS025232 | IVS8 ds G-C +5 | ¢.1010+5G>C 18 SPLICING con hipocalcemia Walder (2002) Nat Genet 31:171 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS060110 | IVS9ds G-C+5 | ¢.1134+5G>C 19 SPLICING con hipocalcemia Jalkanen (2006) Eur J Hum Genet 14:55 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS056776 | IVS10as G-A -1 | c.1208-1G>A 110 SPLICING con hipocalcemia | Schlingmann (2005) J Am Soc Nephrol 16:3061 ND ND ND ND
secundaria
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PATOGENICIDAD ‘

) . HSF \
MUTACION EXON/ . .
ACCESO HGMD HGVS INTRON EFECTO FENOTIPO REFERENCIA SIFT PolyPhen2 Mutation CADD Eleme‘nFos de Secu.e.nuas
taster Score splicing auxiliares

Hipomagnesemia
CS056777 |IVS11ds G-A +1 | c.1308+1G>A 111 SPLICING con hipocalcemia | Schlingmann (2005) J Am Soc Nephrol 16:3061 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS114792 | IVS12 as G-T-1 | c.1444-1G>T 112 SPLICING con hipocalcemia | Guran (2012) Nephrol Dial Transplant 27:667 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS021180 |1VS16 ds G-A +1 | c.2009+1G>A 116 SPLICING con hipocalcemia Walder (2002) Nat Genet 31:171 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS142253 | IVS18 ds T-G +2 | €.2391+2T>G 118 SPLICING con hipocalcemia Lainez (2014) Eur J Hum Genet 22:497 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS056778 | IVS19 as A-T -2 | ¢.2539-2A>T 119 SPLICING con hipocalcemia | Schlingmann (2005) J Am Soc Nephrol 16:3061 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS021181 |[IVS20ds G-A +1 | c.2667+1G>A 120 SPLICING con hipocalcemia Schlingmann (2002) Nat Genet 31:166 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS021182 | IVS25as G-A-1 | ¢.3537-1G>A 125 SPLICING con hipocalcemia Schlingmann (2002) Nat Genet 31:166 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS056781 | IVS30 ds T-C +2 | ¢.5057+2T>C 130 SPLICING con hipocalcemia | Schlingmann (2005) J Am Soc Nephrol 16:3061 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS142256 | IVS31 as A-G -2 | c.5084-2A>G 131 SPLICING con hipocalcemia Lainez (2014) Eur J Hum Genet 22:497 ND ND ND ND
secundaria
Hipomagnesemia
CS056782 | IVS36ds A-G-2 | ¢.5775A>G 136 SPLICING con hipocalcemia
secundaria

Tabla 2. Analisis in silico de la patogenicidad y efecto potencial en el splicing de mutaciones causantes de HSH en el gen TRPM6, (HSF: Human Splicing Finder. ND: No determinado). En
verde se muestran las mutaciones sin impacto en el splicing, en amarillo las de probabilidad baja, en naranja las de probabilidad moderada y en rojo, las de alta probabilidad

hli 2 A Nephrol 16: 1
Schlingmann (2005) J Am Soc Nephrol 16:306 ND ND ND ND

B
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5. DISCUSION

Nuestro analisis in silico de mutaciones causantes de HSH mostré que las
mutaciones exdnicas de cambio de sentido p.K436R (c.1307A>G) y la sindbnima, p.T846=
(c.2538G>A), ademads de todas las intrénicas causantes de HSH, podrian estar afectando
al proceso de splicing, impidiendo el reconocimiento por parte del espliceosoma del sitio
donador o el aceptor. Este posible efecto deberia confirmarse tanto mediante el analisis
de los patrones de expresion en el ARN de los pacientes como mediante el estudio de
las consecuencias a nivel de proteina TRPM®6 funcional, a partir de muestras biolégicas.
De confirmarse la alteracidn, estas mutaciones serian candidatas para intervencion
mediante terapias basadas en ARN. Un ASO dirigido a un sitio aceptor o donador
alterado podria redirigir al espliceosoma hacia el reconocimiento de otro sitio adyacente
o estabilizar elementos reguladores préximos, permitiendo que se genere un transcrito
gue pueda posteriormente ser traducido en una proteina funcional o parcialmente
funcional, como sucede en el caso de Spinraza. Por otro lado, una estrategia terapéutica
basada en ARNm permitiria producir en el interior celular una proteina TRPM6 funcional

exdgena, tal y como sucede con las vacunas contra el SARS-COV2.

El nimero de moléculas en desarrollo y de ensayos clinicos ha aumentado en los
ultimos anos por lo que se espera que surjan nuevos medicamentos basados en ARN
para tratar enfermedades que hasta el momento carecen de tratamiento especifico,
como son la mayoria de las enfermedades raras, incluyendo la HSH. El desarrollo de
farmacos individualizados efectivos para un Unico paciente es un desafio, a no ser que
los beneficios sean inequivocos (27); afortunadamente, si bien diversas compaiiias
biofarmacéuticas han adquirido un papel dominante en el desarrollo del sector en los
ultimos afios, también existe un incremento en programas desarrollados a nivel
hospitalario que buscan acelerar la traslacidn de terapias personalizadas basadas en

ARN desde el laboratorio al paciente (39).
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6. CONCLUSIONES

Las terapias basadas en ARN podrian ser una opcidon prometedora para el
tratamiento de la HSH cuando estd causada por mutaciones que afectan al

procesamiento del ARNm o a la sintesis de una proteina TRPM®6 funcional.

La aplicacién de estas terapias a la HSH, asi como a otras enfermedades raras,
pasara por estudios del defecto concreto que presenta cada paciente y el desarrollo de

estrategias y farmacos personalizados.

El desarrollo de farmacos basados en ARN es un campo de rapido desarrollo y de
gran potencial, que con toda probabilidad cambiard los estandares de como abordamos

el tratamiento de las enfermedades raras, como la HSH.
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