UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
DEPARTAMENTO DE GENETICA DR. RUBEN LISKER

CARACTERIZACION CLINICA E IDENTIFICACION DE VARIANTES PATOGENICAS
EN 19 CASOS CON SINDROME DE WOLFRAM

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
ESPECIALISTA EN GENETICA MEDICA

PRESENTA:
ESTEFANIA ISAY MARTINEZ ACOSTA

TUTOR:
DR. OSVALDO MAXIMO MUTCHINICK BARINGOLTZ

COTUTOR:
QFB. MARIA AURELIA LOPEZ HERNANDEZ

CIUDAD DE MEXICO, FEBRERO 2020




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



(No es una molécula de ADN garantia de inmortalidad? Ella es -le
decia a Descartes poco antes de morir- la célula monarquica por
excelencia. Cada una de las dos mitades esta exactamente unida a la
otra mitad, de la misma manera que Gala estaba unida a mi.

Salvador Dali



..‘.Agradecimientos

A la vida, por sus increibles coincidencias, y por el reordenamiento de cuerdas que me permitio llegar
a esta ciudad; y poder introducirme a este mundo abstracto y maravilloso, como cuadro de Kandinsky,

que es la genética.

A la familia, que a pesar de estar a 220 kildmetros de distancia (dato corroborado), el apoyo y las
buenas vibras nunca se sintieron lejos; a Arturo, que me ensefd que la formalidad no esta peleada
con la creatividad y que los libros son el mejor refugio para las malas jugadas; a Trinidad que me
ensefo a ser fuerte y practica y me heredo la sonrisa franca; a la Gaby, la hermana mayor, que con
esa energia que desborda, me contagié las ganas de hacer y saber muchas muchas cosas. Por
permitirme recorrer con ustedes un poquito (o un bastante) del mundo, entre eso, probar agua sucia
en Bombay en manos de un desconocido, o maravillarnos los ojos y el olfato ante la encantada

Constantinopla.

A los amigos, esos con los que echo mezcales, con los que rio, bailo, y vocifero; los complices con los
que nos desbordamos en palabrerias (muchas de ellas groserias), para que las noches terminen en
conversaciones filosdficas, ciclos lunares y obras de Asimov. A Aaron por ayudarme a que la tesis
tenga buena facha. A las chicas de danza, por ensefiarme a coordinar el corazén con el tambor, a que

la cabeza también se baila, y que la vida es corta y grata.

A los camaradas residentes, resilentes y resistentes; que estan y que estuvieron, a los que nos une
esta incertidumbre grata de querer saber mas alla de lo cotidiano; les agradezco las reuniones
secretas en el cuartito, las miradas de complicidad en los seminarios, las chelas del tallercito. Gracias
por las lecciones de historia, las platicas del Valle de Guadalupe, las recomendaciones de musica y
por compartir un poquito de sus vidas conmigo. A la Yun, por acompafarme con un pulque de tuna

bajo la lluviosa Teotihuacan.

A los que estan del otro lado del pasillo, entre pipetas y cromosomas deshidratados. Con especial
carifio a Beatriz, Luis, Maria y Yevyenia, por recibirme con una sonrisa, ensefiarme a usar programas

modeladores de proteinas, compartir su conocimiento y platicarme la historia de Ucrania.

A Leonora por explicarme las pruebas no paramétricas, aun cuando ya las debia de conocer, a Adolfo
por guiarme en la busqueda de bases de datos. A Miriam y Vero, por ser las mamas que te preguntan
como sigues después de un resfriado; por tejerme a Mercedes. Al doctor Morales, por convidarnos de

los regalos de sus pacientes, por ser el que dice lo que nadie mas se anima a decir.

Y finalmente al jefe de este H. departamento, el Dr. Mutchinick, por ensefiarme, de una manera no
intencionada, que aun probando naranjas en Valencia o un Pinot Noir en Francia, uno siempre

afiorara los alfajores a la vuelta de la casa.




"
L 3 ..

. * @ L
Syen?® LY

K $ |
®
[

alyg
P— *e o°
s i.....I i..-.l L

L ]
'-. .I'
Le® ®,

-
» L]
* 8
* 8
» LI

+*"ABREVIATURAS

Aa: aminoacido

ADN: acido desoxirribonucleico

AO: atrofia 6ptica

ARN: acido ribonucleico

BIP: proteinas de unidn a inmunoglobulinas
D: delecion/deletion

DIDMOAD: diabetes insipida, diabetes mellitus, atrofia 6ptica e hipoacusia

DI: diabetes insipida

DM: diabetes mellitus
ddNTPs: dideoxinucledtidos
dNTPs: 2-deoxinucledétidos
END: endocrinoldgicas

ERAD: degradacion asociado al reticulo endoplasmico

ERG: electrorretinografia

F: corrimiento marco de lectura/frameshift
HFA: hipoacusia de alta frecuencia

HN: hipoacusia neurosensorial

IP3R: receptor inositol 1,4,5-trifosfato

IS: intento suicida

M: sentido errbneo/missence

MAM: membranas asociadas a mitocondria
NEU: neurologicas

PC2: enzima convertidora de prohormonas
PCR: reaccion de cadena de polimerasa
PDI: proteinas isomeras disulfido

PM: personalidad multiple

PS: psiquiatricas

RDNP: retinopatia diabética no proliferativa
RE: reticulo endoplasmico



RMI: resonancia magnética

S: corte y empalme/Splicing

SERCA: ATP-asa sarco/endoplasmica del reticulo
Sll: indice de inteligibilidad de lenguaje

SW: sindrome de Wolfram

SX: sindrome

TAG: trastorno de ansiedad generalizada
TDM: trastorno depresivo mayor

TRAF2: (factor 2 asociado a receptores TNF)
VD: densidad de los vasos

VNEU: vejiga neurogénica

WL: sindrome de Wolfram-like
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El sindrome de Wolfram (WFS; OMIM 222300) es una entidad genética con un modo de
herencia autosémico recesivo, caracterizada por la asociaciéon de diabetes mellitus de
aparicion temprana y atrofia de nervio Optico. Posterior a su primera descripcién por
Wolfram y Wegener (1938), se expandié el espectro fenotipico, acufiandose el acrénimo
DIDMOAD (diabetes insipida, diabetes mellitus, atrofia dptica e hipoacusia). Se considera
una enfermedad neurodegenerativa, que afecta los componentes del sistema nervioso,
tanto central, periférico y neuroendocrino.



-©°1.2 Antecedentes Historicos

o
o
o

El sindrome de Wolfram fue descrito por primera vez en 1938 por Wolfram y Wagener,
quienes reportaron una familia con una hermandad de cuatro sujetos afectados por
diabetes mellitus de inicio temprano y atrofia de nervio dptico. Algunos de estos pacientes
desarrollaron hipoacusia y sintomas neuroldgicos, como ataxia y nistagmus. A partir de
esta primera descripcidén, diversos autores comenzaron la publicacion de reportes de
casos. Dada la similitud de sintomas y el componente multisistémico, se llegd a
considerar que su etiologia era por mutaciones en el genoma mitocondrial.

En 1995 Barret et al, realizaron la primera descripcion clinica detallada, en una cohorte de
45 pacientes del Reino Unido; utilizaron como criterios de reclutamiento, la conjuncién de
diabetes mellitus de aparicién temprana (<30 anos) y atrofia éptica bilateral. Determinaron
que los criterios diagnosticos minimos para la entidad eran: diabetes mellitus tipo 1 y
atrofia de nervio 6ptico; ademas realizaron una descripcion detallada de la historia natural
de la enfermedad. Reportaron que la diabetes y la atrofia optica, son las primeras
manifestaciones en presentarse (primera década de la vida), posteriormente se anade
diabetes insipida e hipoacusia neurosensorial en la segunda década, alteraciones
genitourinarias en la tercera y manifestaciones neuroldgicas en la cuarta. El 53% de su
cohorte cumplia las cuatro caracteristicas clasicas de la entidad (DIDMOAD); por otro
lado, reportaron una mortalidad del 60% a los 30 afos, secundario a coma hipoglucémico,
insuficiencia respiratoria central, enfermedad renal y suicidio.

Polymeropoulos et al. (1994) mediante analisis de ligamiento en 11 familias con al menos
dos individuos afectados con diabetes mellitus y atrofia optica bilateral, demostraron el
caracter recesivo de la entidad, asi como la localizacion de la regién candidata (WFS) en
el brazo corto del cromosoma 4. Estos datos fueron confirmados posteriormente por
Colllier y colaboradores (1996), con un LOD score de 7.1 en el intervalo entre los
marcadores de microsatélites D4S431 y D4S394.




Inoue et al. (1998), mediante analisis de genes candidato en la regién WFS, identifican
por primera vez el gen causante de la entidad, al cual nombraron WFS17; Determinaron la
estructura gendmica de WFSH1, la cual consiste en 8 exones y una expansion de 33.4 kb
del DNA gendmico. Asimismo, realizan la descripcion de las primeras siete mutaciones,
todas localizadas en el exdon 8, en 6 familias con diagndstico clinico de sindrome de
Wolfram. También realizaron analisis de expresion en WFS1, los cuales revelaron altos
niveles de actividad en islotes pancreaticos, este hallazgo, brindé la primera pauta para
explicar la diabetes mellitus de inicio temprano como una manifestacion clinica.

En el mismo afio Strom y colaboradores (1998), realizaron analisis de ligamiento en la
region WFS y la seleccion de genes candidato en 12 familias con diagndstico clinico de
sindrome de Wolfram, arribando a una descripcion similar a la de Inoue et al. Reportaron
un nuevo gen localizado en 4p16.3, el cual codifica para una proteina transmembranal, a
la que denominaron “wolframina”. Se incluyeron a 12 familias, de los cuales, los casos,
presentaron mutaciones que conllevan a la disrupcion de la secuencia o estructura
proteica, asociando de este forma, que mutaciones en WFS1 eran las causantes del
sindrome de Wolfram.
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La prevalencia estimada para el sindrome de Wolfram en Reino Unido fue de 1 en 770
000, con un intervalo de confianza del 95% (1/714000 - 1/830 000), y una frecuencia de
portador de 1 en 354; esto basado en la identificacion de todos los pacientes vivos con
sindrome de Wolfram, en dos regiones de Reino Unido con una poblacion total de
10,022,620 (Barret et al. 1995). En el estudio de Fraser y Gun (1977) se estim6 una
prevalencia de 1/100 000 en poblacion de Norteamérica, tomando en cuenta la ocurrencia
de 1/175 casos de atrofia dptica asociada a diabetes juvenil. Royahem y colaboradores
(2011) estimaron una prevalencia en personas mayores de 21 afios con diagnostico de
diabetes mellitus de 1 en 500 000; mientras que, en personas menores de esta edad, de 1
en 730 casos.
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1.4 Biologia molecular

1.4.1 Gen WFS1

WFS1 se encuentra localizado en 4p16.1 (chr4:6,269,849-6,303,265 GRCh38/hg38), se
han descrito seis transcritos y 249 ortélogos. Dentro de los transcritos, tres de ellos
culminan en un producto proteico. El primer transcrito, de 3640 pb, contiene 8 exones,
codifica para una proteina de 890 aa, tiene 43 dominios y 12736 variantes alélicas
reportadas; el segundo transcrito, de 3255 pb, contiene 8 exones, codifica para una
proteina de 890 aa, posee 43 dominios, 12561 variantes alélicas; finalmente, el tercer
transcrito de 755 pb, consta de 5 exones, codifica para una proteina de 252 aa, contiene
11 dominios y se han reportado 4843 variantes alélicas.

De ahora en adelante, al referirnos al gen WFS1, se tratara del primer transcrito descrito.
WFS1 codifica para una proteina transmembrana, localizada en el reticulo endoplasmico
preferentemente, aunque también se ha visto asociada a membranas de vesiculas
sinapticas y dendritas.

Tabla 1. Localizaciones de wolframina en distintos espacios celulares. GeneCards

Regién Fuente Confianza

Membrana reticulo endoplasmico 5/5 UniProtKB

Componentes integrales de membrana del

4/5 BHF-UCL
RE
Dendrita 3/5 BHL-UCL
Componente integral de membrana de
3/5 Ensembl

vesicula sinaptica
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Fig. 1. Localizaciéon preferencial de la wolframina en los distintos
compartimentos celulares (Gene Cards). Su expresiéon es ubicua, con altos
niveles en cerebro, pancreas, corazén y células beta de los islotes de
Langerhans (Takeda, 2001).

Inoe y colaboradores, al realizar analisis de expresion, registraron que las
células de los islotes de pancreas mostraban altos niveles, actualmente se
sabe, que la actividad de WFS1 es tejido dependiente, a continuacién, se
muestra los niveles en distintos tejidos.

Expression level in TPM
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Fig. 2. Niveles de expresion de RNA de WSF1, en 16 tejidos humanos. Siendo el
azul claro la expresion mas baja y azul marino la mas alta (lllumina Body Map)
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1.4.2 Proteina Wolframina

La wolframina (Strom, 1998), es una glicoproteina de membrana sensible a la
endoglicosidasa H; comprende de 890 aminoacidos, con una masa molecular de 100292
Da. Predictores de estructura secundaria, identificaron tres dominios estructurales: un
dominio central hidrofébico que comprende de 9 segmentos transmembrana,
flanqueados por un dominio hidrofilico en su porcion N-terminal, el cual se localiza en el
citoplasma, y otro dominio también hidrofilico en la regién carboxi-terminal, localizado en
el lumen del reticulo endoplasmico.

Las modificaciones postraduccionales de esta proteina fueron descritas por Hofmann y
colaboradores (2003), quienes describieron cinco sitios ligados a glicosilacion asociada a
asparagina en N28, N335, N500, N661 y N746. Estos sitios estan conservados en
humano y modelo murino. Para ser funcionales, estos sitios potenciales de glicosilacién,
tienen que ser expuestos a la region del lumen del reticulo endoplasmico, y el tamafno de
la horquilla hidrofilica tiene que tener al menos 33 residuos de aminoacidos. Se
considera que este cambio postraduccional en la wolframina, le confiere estabilidad, e
incrementa su vida media, la cual es de dos dias aproximadamente.

En modelos murinos donde se disrumpia el proceso de glicosilacion, se observd que la
vida media de la proteina disminuia considerablemente. Ademas de este proceso
postraduccional, Hofmann et al. describieron que la wolframina crea complejos
moleculares de aproximadamente 400 kDa, mediante oligomerizacién; esto de manera
fisiolégica. A continuacién, se muestra modelo bidimensional de la posible estructura de
la proteina.

Exon: 1 2 3 4 5 6 7 8
D 7,436 I 3,405 I 1,811 Iz,ossl s49| 3,043 I 5,467 -
bp: 165 234 83 145 171 81 149 1,812

N
aa; /1/1/\ 7 N N N N Cytoplasm
3 362 405 451 493 549 559 610 0
aa: 333 340 4227 4 527 581 552
L) W () L\
ER lumen
C

Fig. 3. Estructura del gen WFS1, el intron 1 es no codificante. B. Estructura de
dominios de la wolframina. Imagen tomada de genereviews.




En 2011, Xing Guo y colaboradores, mediante estudios de inmunofluorescencia indirecta
evidenciaron que tanto la region N como C terminal, interactuaban con Smurf1, una
ubiquitina ligasa E3, de la familia HECT. La interaccién en la region C-terminal, resulta
llamativa, ya que implicaria que WFS1 podria ser degradad por proteinas Smurf recién
sintetizadas, las cuales se encuentran dispersas en el lumen del RE. Mediante distintos
niveles de expresiéon de Smurf1, observaron que la cantidad de wolframina (no asi de su
ARN mensajero), era inversamente proporcional a los niveles de expresion de la
ubiquitina ligasa, con estos datos, concluyeron, que Smurf1 actia como una ligasa E3
para WFS1, promoviendo su ubiquitinacion y degradacion.

La estructura de esta proteina no se encuentra dilucidada mediante estudios de
cristalografia, asi que, mediante el predictor proteicos STRUM, obtuvimos un modelo

predictivo acorde a la secuencia de referencia, la cual se muestran a continuacion.

Fig. 4. Prediccion estructura terciaria de la wolframina. STRUMM




1.4.3 Vias moleculares de la wolframina

En cuanto a las funciones de la wolframina, no se encuentran del todo dilucidadas; pero
se ha aludido su participacion en distintas vias moleculares, como son:

Regulacion del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)
Modificacion postraduccional de proteinas

Regulaciéon de homeostasis celular de calcio

Respuesta a proteinas no plegadas

BN

Es importante recordar que el reticulo endoplasmico (RE) es un organelo esencial en la
supervivencia celular, ya que regula la sintesis, plegamiento y procesamiento de
alrededor un tercio de las proteinas celulares; ademas de ser una fuente importante de
almacenamiento de iones de calcio. Las proteinas cuyo destino es el RE, presentan una
secuencia peptidica que las dirige hacia su membrana, esta secuencia es removida por
una proteasa, generalmente previo a que la traduccion del péptido termine. Una vez en
el lumen del RE, las proteinas son plegadas en su forma tridimensional y son sometidas
a modificaciones postraduccionales como glicosilacién o formaciéon de puentes disulfuro,
este proceso es realizado por una maquinaria compuesta por chaperonas, enzimas de
glicosilacion y oxido-reductasas, ademas, comparado con el citosol, el RE mantiene una
concentracion elevada de calcio y mayor potencial de 6xido reduccién, convirtiéndolo en
un medio 6ptimo para este proceso.

Este complejo sistema de procesamiento asegura que las proteinas que seran
secretadas, tengan un correcto plegamiento, modificaciones y ensamblajes en complejos
multiproteicos; antes de continuar su viaje hacia las vias secretoras. El plegamiento
incorrecto o incompleto de proteinas no es tolerado por la célula, por lo que desarrollaron
un estricto sistema de control llamado degradacion asociado al reticulo endoplasmico
(ERAD), las células mal plegadas seran regresadas al citosol para su posterior
ubiquitinacién y degradacion por el proteosoma 26S.

La capacidad de plegamiento del RE varia dependiendo del tipo celular, por ejemplo,
células con una funcion secretora tienen un RE mas grande y desarrollado, un claro
ejemplo de esto, son las células beta del pancreas, quienes son capaces de sintetizar y
secretar cerca de un millon de moléculas de insulina por minuto, y en estados de
resistencia a la insulina, esta capacidad puede incrementar.



El ambiente del RE puede ser faciimente alterado por procesos como deprivacion de
nutrientes, hipoxia, mutaciones puntuales en proteinas secretadas, y alteracién en
homeostasis del calcio; esto conlleva a que el RE exceda su capacidad de plegamiento,
con la posterior acumulacion de proteinas mal plegadas en su lumen; condicion llamada
estrés del reticulo endoplasmico. Una vez que la cantidad de proteinas mal plegadas
sobrepasan un determinado umbral, se activara una via de sefalizacion molecular
llamada respuesta a proteinas desplegadas (UPR) (Hertz, 2017). Inicialmente esta
respuesta mitigara el estrés del RE, y generara proteinas asociadas a la sobrevida celular,
tomando en cuenta esta respuesta, la UPR resulta beneficiosa para la célula, sin
embargo, bajo condiciones patoldgicas y una respuesta mantenida o constante, la UPR es
incapaz de reducir el estrés, culminando en un dafo irreversible celular; con la posterior
activaciéon de vias de apoptosis (Pallota et al, 2019).

1.4.4 Respuesta a proteinas mal plegadas

La UPR ha evolucionado hacia el establecimiento de una compleja red de sefiales
interconectadas, las cuales inician con la activacion de tres proteinas de sefalizacion
localizadas en el reticulo endoplasmico: IRE1a, PERK y ATF6. La UPR activa dos
eventos celulares temporalmente distintos: inicialmente una reaccion para reducir la
sintesis de proteinas e incrementar la degradacién de aquellas que se encuentren mal
plegadas y, en segundo lugar, regular la transcripcién de genes asociados con el control
de la homeostasis proteica.

Inicialmente, PERK, una cinasa transmembrana tipo |, fosforila a elF2a, esto inhibe de
manera global la traduccion proteica, con ello reduce la cantidad de proteinas que
ingresan al RE; por otra parte, incrementa la traduccion de los RNA mensajeros de ATF4
y AATF, con esto, incrementa la capacidad de plegamiento. ATF4 induce la transcripcion
de genes involucrados en metabolismo y transporte de aminoacidos, biosintesis de
glutation, respuesta antioxidante, pero también de CHOP, quien puede inducir muerte
celular al regular la expresion de BIM, miembro de la familia BCL2. Por su parte AATF, es
un factor anti-apoptotico.
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IRE1a, es una proteina transmembrana, con actividad cinasa serina/treonina y un
dominio endoriblonucleasa en su cara citosodlica. IRE1a se autofosforila, con lo cual sufre
un cambio conformacional, que activa su dominio RNAasa, esto cataliza una
modificacion de corte y empalme en el transcrito de XBP1, a este nuevo transcrito se le
denomina XBP1s; el cual posee mayor estabilidad y actividad.

Este factor de transcripcion transloca al nucleo, y activa genes implicados en la UPR,
incluyendo componentes de asistencia en degradacion del reticulo endoplasmico
(ERAD); asi como BIP (proteinas de unién a inmunoglobulinas) y PDI (proteinas
isbmeras disulfido); con estas activaciones se pretende restaurar la homeostasis y
promover la citoproteccion.

Bajo condiciones patologicas, IRE1a presenta hipereactividad, activando vias
apoptéticas, al reclutar a TRAF2 (factor 2 asociado a receptores TNF) y fosforilar a ASK1
(cinasa reguladora de sefalizacion de apoptosis). ASK1, a su vez, fosforila a JKK quien
regula a BCL para la induccién de apoptosis.

ATF6a, el tercer iniciador de la UPR, es una proteina transmembrana, que contiene un
factor de transcripcion bZIP en su dominio citosdlico. Esta proteina transloca al aparato
de Golgi, donde las proteasas S1P y S2P liberan su dominio citosdlico (ATF6f), que a su
vez transloca al nucleo, donde activa diversos genes cuyos productos estan involucrados
en la homeostasis del RE. Sin embargo, su hiperactivacién, puede conllevar a factores
proapoptoéticos.

En mamiferos, la chaperona BiP/Grp78 juega un papel fundamental en la activacion de
las tres vias descritas previamente, BiP se asocia con el dominio luminal de PERK e
IRE1a, manteniéndolas en su estado inactivo monomérico; por otro lado, se unen a
proteinas mal plegadas mediante sus dominios de unién substratos.
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Fig. 5. Principales vias moleculares implicadas en la respuesta a proteinas mal
plegadas. Hetz et al (2017)

1.4.5 Respuesta a proteinas mal plegadas terminal

Como se menciond previamente, si existe una activacion mantenida de la via de
respuesta al estrés, ésta tomara otro camino, llamada respuesta a proteinas mal
plegadas terminal. En las que, a través de la activacion de distintas moléculas, culminara
con la activacion de la via intrinseca de apoptosis. Esta via sera activada cuando el dafo
celular conlleve a la expresion o activacion postraduccional de una o mas proteinas de la
familia BCL-2. Al menos cuatro distintas de estas proteinas (BID, BIM, NOXA y PUMA)
se activan durante la UPR terminal. Una vez activadas, antagonizan el rol de las
proteinas anti-apoptoticas, y activan a BAX y BAK, con lo cual permeabilizan la
membrana externa mitocondrial. Por otra parte, IRE1a controla los niveles del mRNA de
la caspasa tipo 2, con la posterior activacion de BID.
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Fig. 6. Respuesta a proteinas mal plegadas terminal. Activacion de via de
apoptosis intrinseca. Hetz et al (2017)

1.4.6 WFS1 en la via de respuesta
a proteinas mal plegadas

¢ Qué rol juega entonces WFS1? Al parecer, es un regulador negativo de la via UPR. En
células sanas, bajo estrés fisiologico, WFS1 interactua con la ubiquitina ligasa Hrd1, de la
familia RING, este complejo tiene como blanco la degradacion proteosdmica de ATF6.
Con este mecanismo, WFS1 contribuye a prevenir una respuesta exagerada de la via. En
pacientes con sindrome de Wolfram, ante la ausencia o baja actividad de la wolframina,
existe una retroalimentacion positiva de la via ATF6, lo que conlleva en una ultima
instancia a la activacion de vias apoptoticas. Por otra parte, mediante estudios de
expresion, se ha reportado que WFS7 incrementa su expresion durante fases en que se
estimula la secrecidén de insulina, conllevando a la hipotesis que esta involucrado en el
procesamiento y plegamiento de la proinsulina en las células beta de los islotes de
Langerhans.



WFS1 se ha visto asociado a la regulacion de iones de calcio, esto influye de manera
directa en las reservas de este ion en el RE. Modelos knock-out de células beta y
neuronas han mostrado niveles reducidos de calcio en el RE, e incremento en region
citosdlica de este ion, lo cual puede conllevar a la activacion de la familia de proteasas
calpainas y culminar en muerte celular (Takei et al, 2006). Por tanto, alteraciones en la
funcioén o estructura de la proteina conllevan a fallo en la respuesta al estrés del reticulo
endoplasmico, alteracion en progresion del ciclo celular y desregulacién en homeostasis
del calcio.

=z
w
: o @ o @ o @ x
& ‘7% 'r’%} ‘r% - Ca? [ca:

®  ae 2 mag = o

i | @0

B o | = L2 E L E

2 ' FR - x
= XBP1 —— v '/ ' "v.
» = elF2a ] IF22 TR (ca*|[ca*] [ca*](ca®]
E + \Ca’”l:a"'- Ca* Caﬁl
> SXBP1 ' v I =
5 @, Ga, :

| ] ﬂw
» ' ) :
= sXBP1
w C N
= DX XD DO
= L
|

v

Apoptosis

Fig.7. Via de respuesta al estrés del reticulo endoplasmico. Principales
moléculas implicados en respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Pallota et al.
(2019).

1.4.7 WFS1 y la homeostasis del calcio

En cuanto el rol que se ha asociado a WFS7 con la homeostasis del calcio, se ha
sugerido, que activa un receptor inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R,) y con ello, se inhibe la
ATP-asa sarco/endoplasmica del reticulo (SERCA), ello conlleva a modificaciones de los
niveles de calcio almacenados en el RE. Se ha sugerido que deficiencia en WFS1
conlleva a una alteracion en IP3R, y con ello, una pérdida de las homeostasis del calcio
en la mitocondria.
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.'.1.4.8 WFS1 e interacciones mitocondrial

El RE se comunica directamente con la mitocondria a través de MAMs (membranas
asociadas a mitocondrias), las cuales son microdominios que permiten un transporte
eficiente de calcio entre el RE y la mitocondria. Dicho transporte es facilitado por
proteinas asociadas como /P3R, la cual interactua con VDAC1 en la membrana externa
mitocondrial, mediante la chaperona reguladora de glucosa 75 (GRP75). ElI complejo
IP3R/GRP75/VDAC1 también involucra al transportador de calcio uniporte (MCU) en la
membrana mitocondrial interna para permitir el transporte de calcio del RE a la matriz
mitocondrial.

En la figura siguiente se muestra, como en una célula sana, WFS1 se une a NCS1 para
formar un complejo con IP3RI, los cual activa el transporte de calcio del RE a la
mitocondria. Cuando el complejo WFS1/NCS1/IP3R1 y VDZC1 son funcionales, el calcio
puede transportarse eficientemente del RE a la mitocondria y activar el ciclo TCA y la
cadena respiratoria. Derecha. En el sindrome de Wolfram, la perdida de funcion de
WFS1, conlleva a que NCS1 se degrade, y disminuya el trasporte de calcio del RE a la
mitocondria. Lo cual conlleva a alteraciones en la cadena respiratoria.

Fig. 8. Modelos de alteraciones mitocondriales inducidas por una
funcion inadecuada de WFS1. Izquierda. Angebault et al. (2018).



1.4.9 Estudios experimentales con WFS1

Una vez identificada la proteina, estructura, ubicacion y posibles funciones, se procedio a
analizar como alteraciones en la funcidén y estructura de ésta, se relacionaban con la
fisiopatologia de las distintas manifestaciones clinicas del sindrome. Fue asi como
iniciaron los estudios de expresion de la wolframina en distintos tejidos, especialmente
los implicados en organos afectados clinicamente: la mayoria de los estudios se
realizado mediante inmunohistoquimica utilizando anticuerpos dirigidos a la regién N-
terminal de la proteina.

En 2001, Cryns y colaboradores analizaron la expresion de la wolframina en el oido
interno en un modelo murino en distintas etapas del desarrollo para evaluar su posible rol
en la biologia de la audicion. La expresiéon de la wolframina estuvo presente en todas las
etapas, sin embargo, pudo evidenciarse un pico de expresion durante los primeros dias
posnatales, lo cual sugiere un papel importante durante desarrollo del oido interno, pero
una expresion continua también sugiere un papel en el mantenimiento de la funcion. Por
otro lado, ciertas zonas del oido interno presentaban mayor expresiéon, como fueron
células que bordean el ducto coclear, el ganglio espiral y células ciliadas vestibulares.
Dado que la wolframina se expresa en células que bordean el compartimento
endolinfatico y que poseen reticulo canalicular, se hipotetizo que WFS1 podria estar
involucrado en el mantenimiento de la composicion idnica de la endolinfa; y por tanto su
disrupcién, podria resultar en un malfuncionamiento del reticulo canalicular por una
alteracion en el reciclaje de iones potasio. Por otra parte, el calcio es un ion importante
en el proceso de audicion, ya que ocurre una movilizacion de este ion desde el RE en
distintos tipos celulares del oido interno; entre ellos las neuronas del ganglio espiral y
células vestibulares; por tanto, alteraciones en WFS17 conllevan a una pérdida en la
homeostasis de este ion, resultando en muerte celular secundario a sobrecarga de
calcio.

Posteriormente, Hofmann et al (2003) mediante el analisis de la proteina en pacientes
con sindrome de Wolfram, demostraron que las mutaciones que conllevaban a un codén
de paro prematuro traen por consecuencia una ausencia total de la wolframina, en lugar
de especies truncas. Estudios de RT-PCR evidenciaron que los transcritos producto de
mutaciones sin sentido presentan inestabilidad, siendo reconocidos para su posterior
degradacion. Este mecanismo molecular explica la pérdida de funcion que presentan los
pacientes con sindrome de Wolfram; por el contrario, en células portadoras de una
mutacion de sentido erroneo (R629W), se detectaron niveles bajos de expresion de
wolframina 1, generados por una vida media menor. Por tanto, se especuldé que el
mecanismo molecular de esta mutacion de sentido erréneo, involucra un defecto en la
dosis mas que uno funcional; el mecanismo por el cual la mutacion le confiere
inestabilidad a la proteina no se dilucidé.
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En 2004, Ishihara el al mediante el estudio en modelo murino donde se disrumpio el gen
WFS1 en células beta, se demostrd la base fisiopatolégica de la diabetes mellitus en el
sindrome de Wolfram; generado por una pérdida progresiva de la masa de células beta,
con la posterior disminucion en la secrecidén de insulina. La pérdida de células beta se
aludié a un incremento en la suceptibilidad a la apoptosis inducida por altos niveles de
glucosa y falla en la respuesta a estrés del reticulo endoplasmico. Se observé de manera
conjunta un incremento discreto en los otros tipos celulares del pancreas, como células
alfa, delta, y F. La severidad del fenotipo vari6 desde diabetes mellitus franca a
intolerancia a la glucosa, esto se relaciond con efectos epistaticos. Aunque en este trabajo
se hipotetizo la apoptosis como mecanismo molecular involucrado en la pérdida de
células beta; fue en 2006, cuando este mismo grupo de investigadores (Yamada et al.)
estudiaron la via UPR en células de islotes con deficiencia de wfs1 en modelos murinos.
Observaron incremento en la fosforilacion de PERK y elF2a, ademas de incremento de
expresion en las moléculas implicadas en las otras dos vias (IRE1 y ATF6). Demostraron
ademas la activacion de vias moleculares proapoptéticas, como el incremento de
expresion de CHOP tanto en mRNA como a nivel proteico; asi como la expresion de
caspasa 3. Ademas del incremento en apoptosis, de evidencia disminucion en la
proliferacion de células beta. Este experimento se realiz6 mediante la incorporacion de 5-
bromodesoxiuridina, la incorporacién de este agente intercalante fue menor en las células
deficientes de wfs-1.

Posteriormente, procedieron a la medicion de moléculas implicadas en control del ciclo
celular, describieron que la fosforilacidon de p53 se encontraba incrementada, no asi su
expresion; los niveles de 21 si estaban incrementados, tanto en mRNA como proteina.
Concluyendo que alteraciones en wfs1 en células beta, conllevan a una respuesta
hiperactiva de la via UPR, con el posterior detenimiento del ciclo celular mediado por p21
y la activacién de vias proapoptoéticas. Algo muy interesante de estos experimentos fue
que ademas de analizar la repuesta en células beta, también lo realizaron en otros tejidos
y observaron que la respuesta al estrés del RE no se encontraba alterada en células
cardiacas, musculo esquelético y tejido adiposo.

En 2006, Yamamoto et al. hipotetizaron que la atrofia de nervio 6ptico caracteristica del
sindrome de Wolfram, podia resultar de la mutacion del gen WFS71 en las células
ganglionares de la retina, lo que conllevaria a atrofia anterégrada de los axones retineales
y contraccion del nervio optico. Con el fin de comprobar esta hipotesis, realizaron estudio
de expresién de la wolframina en la retina y porcién proximal de nervio éptico de monos
cinomolgos. Mediante inmunohistoquimica, se corroboro alta expresion de wolframina en
la retina y nervio 6ptico, sin embargo, en dicho estudio no hubo una comparacion con
células deficientes de wfs7.

Zatyka et al en 2008, corroboraron la interaccion de la wolframina en su region C-terminal
(aminoacidos 652-890), y la porcion transmembranal (aminoacidos 322-652) interactua
con la subunidad B1 de la Na+/K+ ATPasa; en fibroblastos y células pancreaticas de
modelos knockdown de wfs1. Ademas, demostraron que los niveles de dicha subunidad
disminuian de manera paralela a la disminucion de la expresién de la wolframina. La
Na+/K+ ATPasa, como otras proteinas de membrana, se translocan al RE durante la
sintesis de proteinas para favorecer el correcto ensamblaje y plegamiento de estas, por
tanto, la intima interaccion entre esta ATPasa y la wolframina, hace suponer que esta
ultima, esta involucrada en procesamiento y plegamiento de proteinas directamente.
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Las principales manifestaciones clinicas como se menciond previamente son diabetes
mellitus de inicio temprano, atrofia bilateral de nervio 6ptico, hipoacusia neurosensorial,
diabetes insipida, alteraciones neurologicas, alteraciones renales, enfermedades
psiquiatricas, problemas gastrointestinales y atrofia gonadal.

1.5.1 Diabetes mellitus:

El tipo de diabetes mellitus presentada por estos pacientes, se clasifica en otros tipos de
diabetes, asociada a entidades sindromicas, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud. Generalmente es la primera manifestacién de la entidad, con una edad media de
diagndstico a los 6 afos (3-16 anos), el 95% de los casos requerira de insulina como
tratamiento inicial (Barret,1995). En una primera instancia, se considerd que los pacientes
con sindrome de Wolfram presentaban una clasica diabetes tipo 1, sin embargo, se
demostré que el origen, historia natural y complicaciones difieren significativamente.
Barret et al (1995) como parte de la descripcion de la evolucion clinica, realizaron
haplotipificacion en 30 de los 45 pacientes de su cohorte, ya que se sabe, el riesgo
diabetes tipo 1 se ha asociado a determinados haplotipos de HLA, especificamente HLA-
DR3 y HLA-DR4; se compard con un grupo control de 100 personas sanas de origen
caucasico, y no se obtuvo una diferencia significativa en los haplotipos HLA-DR entre
ambos grupos (p>0.05). En cuanto a la medicion de péptido C, demostraron deficiencia de
insulina, sin embargo, el rango fue desde deficiencia grave hasta una reserva significativa.

El estudio de casos y controles realizado por Rohayem (2011), comparo la evolucion de la
diabetes mellitus de 50 pacientes con sindrome de Wolfram contra la evolucién en 24,164
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 menores de 21 afos. Los pacientes con sindrome
de Wolfram fueron diagnosticados a edades mas tempranas (5.4+/- 3.8 vs 7.9 +/- 4.2),
presentaron menor prevalencia de cetoacidosis (7 vs 20.3%), la positividad en
autoanticuerpos fue menor (10 vs 86%); por el contrario, las crisis hipoglicémicas se
presentaron con mayor frecuencia en pacientes con sindrome de Wolfram (37 vs 7.9%).
Todos estos hallazgos con p<0.05.
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Se habia hipotetizado que las complicaciones asociadas a diabetes mellitus eran menos
frecuentes en los pacientes con sindrome de Wolfram, Cano y colaboradores (2007)
realizaron un estudio con 26 pacientes con diagndstico molecular de sindrome de
Wolfram, de 23 familias, compararon las complicaciones propias de la diabetes mellitus
de este grupo con el de 52 pacientes con diabetes mellitus tipo 1. El grupo de sindrome
de Wolfram presentd significativamente valores reducidos de hemoglobina glicosilada
(7.72+/- 0.21 vs 8.99 +/- 0.25% p=0.002), asi como requerimiento menor de dosis de
insulina (0.71 +/- 0.07 vs 0.88 +/- 0.04 unidades/kg/dia p=0.0325); en cuanto a las
complicaciones microvasculares , la retinopatia diabética se encontré6 en 2 de los 26
pacientes con sindrome de Wolfram, diagnosticada como retinopatia no proliferativa; por
el contrario, el grupo de diabetes tipo 1, el 17% presento retinopatia no proliferativa y de
estos, 9% proliferativa. Dicho porcentaje es similar al reportado por Barret et al (1995)
con un 7% de pacientes afectados por retinopatia diabética.

La prevalencia de nefropatia en el grupo de sindrome de Wolfram en la cohorte de Cano

et al (2007) fue del 8%, observandose unicamente microalbuminuria; mientras que, en el
otro grupo, 8% de los pacientes presentaron microalbuminuria y 19% macroalbuminuria.
Destacd que los dos pacientes con sindrome e Wolfram que presentaron retinopatia,
tenian diagnostico de diabetes mellitus de mas de 20 afios de evolucidén, y ambos eran
heterocigotos compuestos u homocigotos para variantes que generaban corrimiento del
marco de lectura. En conclusion, se obtuvo que los pacientes con sindrome de Wolfram
presentan mejor control glicémico, con menores dosis de insulina y esto a su vez
conlleva a menor porcentaje de complicaciones microvasculares.

En cuanto a la fisiopatologia de esta manifestacion, en ensayos de expresion geénica, se
ha demostrado que WFS1 presenta una alta actividad en las células B del pancreas,
mutaciones en WFS1 predisponen a la activacién de la via de apoptosis mediante la
disrupcion de la homeostasis del calcio intracelular en las células beta pancreaticas.



1.5.2 Atrofia optica:

Generalmente es la segunda manifestacion en presentarse, con una medida de inicio a
los 11 anos (6-19 anos) (Barret 1995). Dado que es un hallazgo clinico temprano y
presente en todos los pacientes, se considera junto con la diabetes mellitus, un criterio
clinico necesario para realizar el diagnéstico de la entidad. Se caracteriza clinicamente
por reduccion progresiva de la visidn. La agudeza visual de los pacientes con sindrome de
Wolfram esta reportada en ser <20/50, esta cifra puede variar, dependiendo de la edad de
los pacientes estudiados, ya que, al ser una enfermedad progresiva, los pacientes con
mayor tiempo de evolucion tendran una peor agudeza visual. Otros datos clinicos son la
pérdida gradual del campo visual. Mediante tomografia de coherencia 6ptica se han
demostrado adelgazamiento en la capa de fibras nerviosas de la retina.

Ademas de la atrofia Optica, se han descrito otras alteraciones oftalmolégicas como son
discromatopsia, reflejos pupilares anormales, catarata, nistagmus, estrabismo, retinopatia
diabética y retinosis pigmentaria.

Fig. 9. Fotografia que muestra palidez grave del disco 6ptico. Zenteno el al. 2008
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La atrofia optica es el resultado de la muerte de células ganglionares de la retina, con
cambios en la microvasculatura, lo cual conlleva a una disminucion del flujo sanguineo
retineal y posterior adelgazamiento de las fibras nerviosas. La atrofia optica esta
presente en mas del 90% de los pacientes antes de los 20 afios de edad. Al-Till et al
(2002) reportaron una prevalencia de 93% en una cohorte de 15 pacientes de 4 familias;
mientras que Ustaoglu et al (2019) reportaron una prevalencia del 100%, en una cohorte
de 13 pacientes, con una media de edad del diagnéstico de 13 afos (6-27 anos).

A pesar de ser una manifestacion temprana, puede llegar a pasar desapercibida por
algun tiempo, ya que la baja visual es lentamente progresiva y los pacientes pueden
demorar en percatarse y buscar una valoracion. Ustaoglu et al (2019) evaluaron la
agudeza visual mediante cartas de Snellen, 10 de las evaluaciones presentaron una
agudeza visual <20/200 y 16 >20/200. Algo llamativo fue que todos los pacientes
presentaron discromatopsia; la cual fue evaluada mediante cartas de Ishihara, dicho
hallazgo conlleva a la hipotesis, de que esta manifestacién puede ser la primera
alteracion oftalmoldgica, incluso antes que la diminucion de la agudeza visual. En el
estudio de Al-Till et al (2002) 93.3% de sus pacientes presentaron discromatopsia.

La tomografia de coherencia 6ptica permite valorar cambios en el grosor de las capas
retineales, Ustaoglu y colaboradores (2019) demostraron que los pacientes con sindrome
de Wolfram presentan disminucién del grosor del 1% en la capa de fibras nerviosas y de
células ganglionares, al compararla con controles sanos. Otra gran herramienta en la
valoracion del nervio 6ptico es la angiotomografia de coherencia éptica, ya que permite
analizar alteraciones funcionales y estructurales en la microvasculatura. Ustaoglu et al,
evidenciaron que la densidad de los vasos (VD) era significativamente menor en los
pacientes con sindrome de Wolfram en comparacion con controles sanos (p<0.001),
tanto en imagen completa, dentro del disco y peripapilar (con medidas de 33.6, 45.6,
29% vs 49.7, 49.8, 52.3% de controles). Hasta la fecha la etiologia de esta disminucion
de VD permanece poco clara.

En cuanto a la pérdida del campo visual puede presentarse en distintos patrones, ya sea
depresion generalizada, escotomas arqueados inferiores, superiores, escotomas en
anillo o escotomas centrales; Barret et al reportaron escotomas centrales en 9 pacientes
y restriccion del campo periférico en tres. Mientras que Ustaoglu et al. reportaron un valor
de desviacion media (MD) de -17.3 +/- 7.9 dB, y un indice de campo visual (VFI) de
57.9% +/- 26.3%; los escotomas en anillo, asi como MD y VFI significativamente
disminuidos se presentaron con mayor frecuencia en aquellos pacientes con disminucion
de agudeza visual grave (<20/200) con una p=0.001.



Como se mencioné anteriormente, otras manifestaciones descritas son catarata, retinosis
pigmentaria, defectos pupilares y nistagmus; Al-Till y colaboradores reportaron la
prevalencia de estas manifestaciones en un 66.6, 30, 28.6 y 8% respectivamente (2002),
mientras que Ustaoglu (2019) reporté en su cohorte de 13 pacientes, la presencia de
catarata en 4 ojos, estrabismo exotropico en dos pacientes y nistagmus horizontal
conjugado en tres pacientes. Se considera que tanto los defectos pupilares y el nistagmus
podrian estar relacionados con la degeneracion cerebelar que pueden llegar a presentar
estos pacientes.

Fig. 10. Catarata pulverulenta estelar en dos hermanas con Sindrome de Wolfram.
Chacén-Camacho et al. (2013).

En la retinosis pigmentaria, hay datos discordantes, Barret (1995) no encontraron
cambios pigmentarios en retina, sin embargo, a seis pacientes se les realizd
electrorretinografia (ERG), y tres de ellos presentaron reduccion en la amplitud sin un
cambio significativo en la latencia. En la cohorte evaluada por Al-Till (2002) nueve
pacientes presentaron cambios pigmentarios, sin embargo, la angiografia con
fluoresceina retiniana fue normal, no se realizd6 ERG en estos pacientes. Los datos
reportados por otros autores en la ERG son disminucién en la curva de adaptacién a la
oscuridad, caracterizada por una reduccion tanto en adaptacion de