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RESUMEN

Antecedentes: El Sindrome de Wolfram (SW) es una rara entidad clinica autosémico
recesiva de caracter pleiotropico y progresivo caracterizada por Diabetes Mellitus tipo
1 (DMT1) de inicio temprano, asociada a atrofia Optica y a otras manifestaciones
clinicas de indole neuroldgico. En la literatura internacional se ha demostrado que el
diagnostico del SW puede retrasarse debido a un diagnéstico erroneo de DMT1
complicada.

Objetivo: Establecer la frecuencia de SW determinado clinicamente en un grupo de
sujetos con DMT1 e identificar las mutaciones causales en el gen WFSL.

Método: Estudio observacional descriptivo, transversal y prolectivo. Se invitd a
pacientes que acudian a “clinica de diabetes” a participar. Se realiz6 estudio clinico
y/o de gabinete por datos sugestivos de SW. Se realiz6 estudio molecular del gen WFS1
en los casos.

Resultados: Se reunié una poblacion “diana” de 131 individuos no relacionados
genéticamente. Se detectaron 6 pacientes con datos clinicos de SW (4.58%). Se
identificaron mutaciones en el gen WFS1, en 4/5 pacientes (80%): dos de caracter
homocigoto, un heterocigoto compuesto y un heterocigoto. Un sujeto no presentd
mutaciones en WFSL.

Conclusiones: En nuestra muestra, se demostr6 que casi 5% de los casos
diagnosticados como DMTI eran realmente pacientes con SW y el 80% fueron debidos
a mutaciones en WFSL.

El andlisis clinico y genético de grandes cohortes de pacientes con DMT1, originarios
de diferentes regiones del pais, ayudaria a calcular la prevalencia de SWy contribuiria

a un mejor manejo de dichos pacientes.
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ABSTRACT

Introduction: Wolfram syndrome (WS) is a rare severe autosomal recessive pleiotropic
disease primarily characterized for its association of type 1 diabetes mellitus (TLDM)
and optic atrophy and other neurological features. Earlier reports have shown that a
proportion of WS cases may remain unrecognized due to misdiagnosis as TL.DM.

The objectives of this work were to estimate the prevalence of patients fulfilling clinical
criteria for WS in a cohort of subjects diagnosed as TIDM and to identify causal WFS1
gene mutations in them.

Methods: This was a cross sectional study design. Several groups of TIDM were
included. Additional clinical anomalies suggesting WS were identified through clinical
research. WFS1 gene analysis was performed on genomic DNA from patients reaching
WS clinical criteria,

Results: A sample of 131 unrelated T1DM patients was collected. Clinical criteria for
WS diagnosis were reached in 6 probands, corresponding to a 4.58% frequency of the
disease. WFS1 mutations were identified in 4 out of 5 individuals fulfilling with WS
clinical criteria, including two homozygous, one compound heterozygous, and one
patient with a single allele mutation. No WFS1 mutations were identified in the
remaining subject.

Conclusions: In our cohort, approximately 5% of cases diagnosed as TADM were in fact
patients with WS. WFS1 mutations were identified in 80% of the probands. Clinical
and genetic analyses of large cohorts of TLDM patients from different regions of our
country would help to better estimate the occurrence of WS and will lead to a better

management of such patients.
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ANTECEDENTES

* Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica de etiologia multiple caracterizada
por hiperglicemia cronica asociada a alteraciones del metabolismo de los carbohidratos,
grasas y proteinas y que resulta de defectos en la secrecion de insulina, de la accion de la
insulina, o de ambos mecanismos. Los efectos incluyen disfuncion y falla de varios érganos
[ADA, 2010]. En su fase més severa los pacientes pueden desarrollar estupor, coma y en
ausencia de tratamiento puede sobrevenir la muerte. Los efectos de la enfermedad a largo
plazo incluyen desarrollo progresivo de complicaciones especificas como retinopatia con
potencial ceguera, nefropatia que lleva a falla renal, neuropatia con riesgo de Ulceras de pies
0 amputaciones y disfuncion autonémica, incluyendo disfuncion sexual. Los pacientes con DM
tienen un riesgo incrementado de padecer enfermedades cardiovasculares, del sistema

vascular periférico y cerebrovasculares [WHO/NCD/NCS/99.2].

» Clasificacion de la Diabetes Mellitus

De manera general, la diabetes se clasifica en 4 tipos [ADA, 2011]:

1. Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1): Se origina por la destruccién de las células B
pancredticas, lo que generalmente lleva a deficiencia absoluta de insulina. La DMT1
constituye del 5 al 10% de todos los casos de diabetes y en menores de 15 afios es
responsable de 60% de los casos de diabetes [Springer SC et al, 2013]. En poblacion menor
a 19 afios en Estados Unidos de Norteamérica, se estima una prevalencia de 1.82:1,000
[SEARCH, 2007], en Polonia de 1.38:1,000 [Fendler W et al, 2012] y en México de 1.5-
6.7:1,000 [Atlas IDF, 2006]

2. Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): Es resultado de una disminucion progresiva de la
secrecion de insulina en un marco de resistencia a insulina. Constituye el 90-95% de los casos
de DM en adultos [ADA, 2011] y se ha documentado que puede constituir hasta el 33% de
los casos de DM en nifios menores de 14 afios [Pinhas-Hamiel O, et al, 1996]. Es la primera

causa de morbilidad en México en adultos y la primera causa de muerte [INEGI, 2013].
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3. Otros tipos especificos de diabetes: Originados por defectos genéticos que afectan la
funcion de las células beta, defectos genéticos en la accion de la insulina, enfermedades del
pancreas exocrino (fibrosis quistica) [Waugh N et al, 2012], endocrinopatias (acromegalia)
[Soliman A et al, 2014], inducidas por drogas o farmacos (esteroides) [Hwang JL and Weiss
RE, 2014], infecciones (rubéola), formas raras de diabetes autoinmune (sindrome de la
persona rigida) [Kono S et al, 2001], otros sindromes genéticos tanto cromosomopatias
(sindromes de Down, Klinefelter, Turner) [Bojesen A et al, 2002] como sindromes
monogénicos (Wolfram, Alstrom) [Fendler W et al, 2012] y enfermedades mitocondriales
(Ataxia de Friedrich) [Reddy PH, 2009]. Constituyen integralmente <5% de todos los
casos de DM [ADA, 2010].

4. Diabetes mellitus gestacional (DMG): Es diagnosticada durante el embarazo y se
caracteriza por intolerancia a la glucosa con inicio o primer reconocimiento durante la
gestacion. Estd caracterizada por funcion insuficiente de células pancreaticas a las
necesidades corporales de insulina. Aparentemente resulta del mismo espectro de causas
gue han sido sustentadas en la hiperglucemia en general incluyendo enfermedad
autoinmune, causas monogénicas o resistencia a la insulina, por ello representa una diabetes

en evolucion [Buchanan TA et al, 2007].

» Heterogeneidad clinica y genética de la Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus presenta una amplia heterogeneidad clinica y genética. La DMT2, la cual
tiene un tipo de herencia multifactorial, representa un problema de salud por su alta
prevalencia [Villalpando S et al, 2010]. Una estrategia utilizada en el estudio de las
enfermedades multifactoriales es la caracterizacion de enfermedades monogénicas
clinicamente similares y de alta penetrancia, que pudieran relacionarse fisiopatoldégicamente,

como en el caso de la diabetes [Kussman M et al, 2013].
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» Sindromes monogénicos asociados a Diabetes Mellitus

La diabetes monogénica tiene una prevalencia estimada de entre 2 a 5% de todos los tipos de
Diabetes y presenta amplia heterogeneidad clinica y genética [Schwitzgebel VM, 2014]. En
general tiene una prevalencia muy baja, sin embargo, su importancia radica en que la
identificacion de su fisiopatogenia aporta conocimiento critico para entender otras formas de
diabetes y a que su diagnostico correcto permite un manejo adecuado de los afectados.
Muchos pacientes con diabetes monogénica comprobada por estudios de biologia molecular,
inicialmente fueron diagnosticados incorrectamente con complicaciones no esperadas que
finalmente llevaron al diagnéstico preciso [Naderian G et al, 2010; Manaviat MR et al, 2009;
Zmyslowska A et al 2014; Homa K et al, 2014.]. El reconocimiento correcto de la etiologia de
la diabetes permite la busqueda intencionada de otras anomalias asociadas en casos
sindromicos y la instauracion del tratamiento més apropiado [Slingerland AS, 2006; Barrett
TG, 2007].

Las enfermedades monogénicas que cursan con diabetes mellitus (grupo 3), se clasifican de
acuerdo a la via metabdlica que afectan en: 1) aquellas que cursan con resistencia a insulina,
(lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip, defectos de receptor de insulinay enfermedades
asociadas a PPRG) [Van Maldergem L et al, 2002]; 2) las que se caracterizan por defectos en la
secrecion de la insulina (MODY tipo 2 y diabetes mellitus neonatal) [Johannson S et al, 2012];
3) las que se deben a apoptosis de células pancreaticas (sindrome de Wolcott-Rallison, Ataxia
de Friedrich y SW) [Porter JR and Barret TG, 2005; Julier C and Nicolino M, 2010; Reddy PH,
2009].
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SINDROME DE WOLFRAM

El sindrome de Wolfram (SW) es una enfermedad autosomica recesiva de expresion severa en
nifios y altamente incapacitante. Su prevalencia es variable en distintas poblaciones y se ha
calculado en 1:770,000 en poblacion caucasica de Inglaterra, por ejemplo, con una frecuencia
de portadores de 1:354 [Barrett TG et al, 1995]. En poblacion general de Norteamérica se ha
estimado en 1:100,000 con una frecuencia de portadores de 1:100 [Fraser FC and Gunn T,
1977]. Sin embargo, en pacientes con DMT1 la frecuencia de SW se ha calculado en 1:175 en
Canada [Gunn T et al, 1976], de 1:31 en Polonia [Fendler W et al, 2012] y de 1:22 en Siciliay
en Libano [Zalloua P et al, 2008; Lombardo F et al, 2014]. Esta enfermedad es conocida
también como sindrome DIDMOAD, por el acronimo de diabetes insipida, diabetes
mellitus, atrofia 6ptica y sordera [Pilley SFJ and Thompson H S, 1976].

El sindrome fue descrito por primera vez por Wolfram y Wagener en 1938, en una
familia con 4 hermanos afectados con diabetes mellitus y atrofia optica [Wolfram DJ
and Wagener HP, 1938]. Barret et al definieron los criterios clinicos en 1995 y
establecieron como criterios mayores la atrofia dptica y Diabetes Mellitus tipo 1y
como criterios menores la diabetes insipida, la sordera neurosensorial, los trastornos
vesicales, el hipogonadismo, los trastornos psiquiatricos y la disfuncion de tallo
cerebral. De manera tradicional se recomendd considerar diagnostico clinico del SW
cuando se presentaran al menos dos criterios mayores 0 uno mayor y dos menores
[Barrett T et al, 1995]. Aunque en mudltiples reportes de casos se consideran
Unicamente los dos criterios mayores, recientemente se observé que si bien el 96% de
casos presentan atrofia dptica a cualquier edad, no es una caracteristica constante a
temprana edad; por lo tanto, si se incluyeran dos o mas caracteristicas de DIDMOAD
(sin ser indispensables los criterios mayores), se detectaria a 98.7% de los casos de la
enfermedad [de Heredia ML et al, 2013].

La edad de inicio en promedio es a los 6 afios, sin embargo ha habido reportes de inicio
en el primer afo de vida y casos excepcionales diagnosticados a los 61 afios de edad

[Lieber DS et al, 2012]. La esperanza de vida es hasta la 4 década (23-49 afios) en

9
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60% de los casos [Kinsley BT et al, 1995; Casey J.A. and Smith BSC, 2004; Viswanathan
V etal, 2008].

La variabilidad fenotipica del sindrome es considerable y la edad de aparicion de los
sintomas también es variable (Figura 1). La Diabetes mellitus tipo 1 se encuentra en
100% a una edad mediana de 6 afios (3 meses a 16 afios); la atrofia dptica en 100% a
los 11 afios de edad (6-19 afios); la diabetes insipida en 75% de los pacientes, con
mediana de 14 afos (3 meses a 40 afios); la sordera en 66% de los casos, con edad
mediana de 17 afios (5-39 afnos); las alteraciones renales en 66%, con edad mediana a
los 20 afios (10-44 afios de edad) y las anomalias neuroldgicas con una mediana de 30
anos (5-44 anos) [Barrett TG and Bundey SE, 1997].

Frequency (%)

Age ly)

Figura 1. Frecuencia y edad de aparicion de las caracteristicas fenotipicas en un grupo de pacientes con
SW. (Tomado de Barrett TM and Bundey SE, 1997).

Es importante destacar las alteraciones neuroldgicas, psiquiatricas, gonadales y
oftalmoldgicas que pueden ocurrir en el SW. Las alteraciones neuroldgicas descritas
incluyen ataxia truncal, mioclonias, reflejos osteo-tendinosos disminuidos, nistagmo
horizontal, disartrias, apneas centrales, pérdida del gusto y olfato, y hemiparesias

[Chaussenot A et al, 2011]. Las principales alteraciones psiquiatricas descritas son
10
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depresion, psicosis y sindrome organico cerebral. Otras caracteristicas son ansiedad
generalizada, enfermedad depresiva mayor, déficit de atencion e hiperactividad,
enfermedad obsesivo-compulsiva, enfermedad bipolar, espectro de autismo, déficit
de identificacion de olores, ronquidos, respiracion ruda, enuresis e hiper-somnolencia
[Bischoff AN et al, 2015].

La resonancia magnética cerebral en pacientes con SW ha demostrado atrofia cerebral
generalizada particularmente en cerebelo, médula oblongada y puente [Hershey T et
al, 2012]. El hipogonadismo es del tipo hipergonadotrdpico y en las mujeres se han
descrito alteraciones menstruales y fertilidad reducida en ambos géneros [Medlej R et
al, 2004; Esteban BG et al, 2006]. Otros sintomas neuroldgicos son la dismotilidad
gastrointestinal (autonémico) y sintomas respiratorios que pueden llevar a
insuficiencia respiratoria central. Se ha considerado que las enfermedades
psiquiatricas son comunes en el SW y los pacientes tienen una mayor tendencia al
suicidio [Swift M and Swift RG, 2005; Aluclu MU et al, 2006].

Las alteraciones oftalmoldgicas observadas en SW se han descrito en las siguientes
proporciones: atrofia dptica (93.3%); defectos de percepcion del color (92.9%),
catarata (66.6%), retinopatia pigmentaria (30%) y retinopatia diabética (30%) [All-Till
M et al, 2002]. Otros estudios describen anomalias adicionales que incluyen agudeza
visual subnormal (89%), defectos de campo visual (100%), indice copa-disco del nervio
Optico anormalmente grande (33%), nistagmus (39%) y estrabismo (39%) [Hoekel J et
al, 2014]. También se han descrito defectos infrecuentes como la microesferofaquia
[Chacdn-Camacho O et al, 2013].

El SW puede cursar con defectos del desarrollo, dentro de los cuales destacan la
reduccion del volumen intracraneal, anormalidades desmielinizantes en tallo cerebral
y cerebelo, y restriccion del crecimiento intrauterino [KOk S et al, 2009; Hershey T, et
al. 2012; Zmyslowska A et al2014 (PLoS)].

En la tabla 1 se presentan las principales caracteristicas fenotipicas identificadas en

pacientes con SW (Tabla 1).

11
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Niumero de casos 45 19 59 17 19 412
estudiados

Diabetes mellitus + 100 100 95 100 100 98.21(DMT1)
atrofia Optica 82.14 (AO)

(Criterios minimos)

Complicaciones 6 62 53 70.9 31.2 17.09

neuroldgicas

Diabetes insipida 56 73 29 75 40.7 37.76
Sordera 42 62 46 64.5 304 48.21
Hipogonadismo faad 25 222 333 *
Anomalias 36 58 53 73.7 92.6 19.39
uroldgicas

Sintomas 25 ** 59 22.6 ** *

psiquiatricos

Anomalias  gastro- ** ** 12 &? ** *
intestinales

Catarata bilateral il il 5 &? il &?
Muerte i 25-49 i 35a ** 27+-11.4
Cardiopatia ** ** *x 16.1 ** *
congénita

Retinopatia ** ** *x faad 185 faad

Tabla 1. Proporcion (porcentaje) de datos fenotipicos de SW. * Anexado a otra categoria. **: No descrito

 Diagnostico diferencial

Aunque el cuadro clinico del SW es muy caracteristico, existen algunas enfermedades
similares que deben ser diferenciadas.
* Algunos casos de sindrome Laurence-Moon-Biedl, cuyo cuadro clinico se
caracteriza por obesidad, retraso mental, diabetes mellitus y retinitis pigmentosa,

12
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han presentado adicionalmente diabetes insipida y atrofia dptica [Fraccaro et al,
1952; Akinci A et al, 2010].

» La Ataxia de Friedrich es una causa de diabetes tipo 1 monogeénica. sin
embargo, la predominancia de la ataxia y de anomalias cardiovasculares permiten
diferenciarla clinicamente del SW [Waschbisch A et al, 2010].

e Anemia con respuesta a tiamina: Inicialmente se describié el DIDMOAD
asociado a anemia con respuesta a tiamina y se considerd una variante del SW,
sin embargo el tratamiento con tiamina disminuy6 las complicaciones diabéticas
del paciente y también se observé una familia de 4 pacientes con DIDMOAD sin
anemia, por lo que se concluyd en que eran entidades separadas [Borgna-Pignatti
Cetal, 1989].

e La neuropatia Optica de Leber es similar en algunos aspectos al SW, pero en
aquella se presentan pérdida de la visién central no dolorosa aguda o subaguda
gue lleva a escotoma central, ademas de que se acompafia de telangiectasias
peripilares, microangiopatia, pseudoedema del disco Optico y tortuosidad
vascular y trastornos del movimiento, ademas de que no cursa con diabetes

mellitus [Newmann NJ, 1993; Vilan A et al, 2009].

e Patrén de herencia

La gran mayoria de los casos de SW son de transmision hereditaria autosomica

recesiva y se deben a mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen

WFS1 [Chausenott A et al, 2011]; Se han descrito algunos casos con patron

aparentemente autosomico dominante (aunque clinicamente incompletos) [Valéro R,

et al, 2008; Rendtorff ND et al, 2011] y cuadros clinicos semejantes a SW

probablemente de tipo mitocondrial [Rotig A et al, 1993; Hofmann S et al, 1997].

Existe un segundo tipo de SW que se manifiesta con DMT1 y AO. En esta forma sin

embargo, los pacientes no desarrollan diabetes insipida y muestran susceptibilidad a

sangrados y ulceraciones gastrointestinales, lo que no es comun en el SW clasico. El

13
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gen responsable de este segundo tipo se denomina CISD2, esta situado en 4g22-q24
y codifica una proteina llamada ERIS (Endoplasmic Reticulum Intramembrane Small
protein) que, al igual que la wolframina, se localiza en el reticulo endoplasmico (RE)
[Amr S et al, 2007; Mozillo E et al, 2014].

» Fisiopatogenia

El SW es originado por mutaciones bialélicas en el gen WFS1, localizado en 4p16.1. Este gen
estd conformado por 8 exones y su RNAm codifica para una proteina transmembranal,
denominada wolframina, constituida por 890 aminoécidos, con 9 dominios que pertenecen a
una novedosa familia génica [Strom TM et al, 1998; Inoue H et al, 1998; Hofmann S et al,
2003].

Se ha reconocido que el mecanismo fisiopatogénico de la enfermedad incluye una
pérdida del control de la progresion de sintesis de proteinas y de la regulacion de la
apoptosis en el RE, como respuesta al stress [Fonseca SG et al, 2005; Xu R et al, 2009].
Se han establecido 3 mecanismos implicados en esta respuesta: control traduccional
(mediado por el gen PERK), degradacién de una proteina anormalmente plegada
(codificada por el gen IRE1) y re-plegamiento de la proteina ATF6a. Esta Ultima se
asocia a wolframina y a otra proteina denominada HRD1 en la unién membrana
endoplasmica-proteasoma que habitualmente induce la degradacion de la proteina
ATF6a para liberar la proteina plegada adecuadamente [Fonseca SG et al, (JCI) 2010].
Se ha demostrado también que WFS1 controla la liberacion del calcio en el RE; una
disminucién del calcio en el RE causa plegamiento anormal de las proteinas residentes,
cuya acumulacién dispara la respuesta del RE al stress y lleva a apoptosis [Schroeder
M et al, 2005]. Aparentemente, el mecanismo de accion de WFS1 es a través de la
recaptura de calcio [Takei D et al, 2006]. Se postula que la apoptosis en condiciones
patol6gicas asociadas a muerte de células B (stress de RE, stress oxidativo,
hiperglucemia, niveles disminuidos de calcio y expresion anomala de Ca- ATPasa de

RE) es a través de la ruta de la calpaina y se denomina a Wfsl, un gen pro-
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supervivencia. Sin embargo, este mecanismo no ha sido esclarecido del todo [Hara T
etal, 2014].

Los estudios bioguimicos indican que la mutacion de WFS1 provoca una acumulacion de
proteinas mal plegadas en forma repetida. Se estimula el mecanismo de liberacién de
caspasas y se activa la apoptosis [Fonseca SG et al 2010 (JCI)]. WFS1 protege a las
células en contra del stress de RE e inversamente, el stress crénico es causado por
pérdida de funcion de WFS1 [Fonseca SG et al, 2005]. Ademas, la wolframina parece
ser un componente importante del plegamiento de la proinsulina y su procesamiento

en el RE de las células pancreaticas [Fonseca SG et al, 2005; Xu R et al, 2009].

» Expresion de WFS1

Wfs1 se expresa ampliamente en embriones y adultos de especies como Rattus norvegicus
[Xu 2009], Xenopus laevis [Osman 2003], cynomolgus monkey [Yamamoto H et al, 2006] y
Mus musculus [Rigoli L et al, 2011], particularmente en el cerebro y en los islotes de
Langerhans [Takeda K et al, 2001;Hofmann S et al, 2003; Yamada T et al, 2006;
Schmidt-Kastner R et al, 2009; Koks S et al, 2010; Fonseca SG et al, 2010].

Por razones éticas, los estudios en humanos Unicamente se han realizado a través de
hallazgos post-mortem en pacientes fallecidos por SW. En estos casos, se ha estudiado
la expresion de WFS1y se ha demostrado que la proteina esta presente en estructuras
cerebrales hipotroficas como el hipotdlamo, las neuronas de nucleos
paraventriculares y supradpticos y en tejido neurohipofisiario. La base pontina y el
nucleo olivar inferior mostraron condensacion mientras que el cerebelo no presentd
alteraciones. El sistema visual tenia pérdida de neuronas ganglionares retinianas de
moderada a marcada, pérdida importante de axones mielinizados en nervio éptico,
quiasma, tractos dpticos y nucleo geniculado lateral pero preservacion de la corteza
visual primaria. También se encontr6 pérdida del 6rgano de Corti en la vuelta basal de
la cOclea y atrofia leve focal de stria vascularis [Hilson J et al, 2009]. En testiculo de

raton también se ha observado la expresion de Wfs1 [Noormets K et al, 2009].
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* Genética molecular de WFS1

El gen WFS1 fue identificado en 1998, usando mapeo genético y abordaje de gen
candidato mediante una colaboracion norteamericana-japonesa [Strom TM et al,
1998; Inoue H et al, 1998]. La secuencia codificante del gen contiene 3628 pb
distribuidos en 8 exones; el exdn 1 no se traduce y el exon 8 es el de mayor tamafio
(2609 pb) [Strom TM et al, 1998].

La estructura secundaria de la wolframina predice 3 dominios estructurales: un
dominio central hidrofébico que comprende 9 a 10 segmentos transmembranales
flanqueados por un dominio hidrofilico en extremo amino terminal y una cola
hidrofilica en el extremo carboxilo (Figura 2) [Strom TM et al, 1998; Hofmann S et al,
2003].

Wolframin
A
hydrophilic transmembrane hydrophilic 890
S — | Jcoos
I | I
MBP wolframin (1-285) . .
Wo-N construct N2 ] | coot

MBP wolframin (663-890)
Wo-C construct

Figura 2. Esquema de la proteina wolframina. A la izquierda, se muestra el extremo amino, con
caracteristica hidrofilica, el cual se localiza en el citosol del reticulo endopldsmico; en la parte
intermedia se localiza la region transmembranal con 9 dominios y en el extremo derecho se observa el
extremo carboxilo con su region hidrofilica correspondiente ubicada en la membrana citosélica del
reticulo endoplasmico (RE) (Figura tomada de Hofmann S et al, 2003)
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La wolframina es una glicoproteina de la membrana de RE con un nimero impar de
hélices transmembranales con orientacion Ncyt/Clum (9 dominios). La N- glicosilacion
juega un papel importante para la sintesis y/o estabilidad de las proteinas. Los analisis
estructurales indican que la wolframina se organiza en complejos de alto peso
molecular. La proteina se expresa ampliamente en pancreas, cerebro, corazon y
musculo y en menor proporcién en higado, rifilones y bazo. La expresién mas alta del

RNAm se ha encontrado en pancreas [Hofmann S, et al, 2003].

» Espectro mutacional del gen WFS1:

Existe un amplio espectro de mutaciones por pérdida de funcién en WFS1, en pacientes con
SW, sin evidencia de una relacién genotipo-fenotipo [Hardy C, et al, 1999]. La frecuencia
de mutaciones en el gen WFS1 en pacientes con SW de diferentes poblaciones es
variable. Por ejemplo, 75% de los casos de SW en poblacion espafiola presentan
mutaciones en WFS1 [Gomez-Zaera M et al, 2001]; 78.6% de casos de poblacién
danesa [Hansen L, et al, 2005]; 90% en poblacién francesa [Chaussenot A, et al, 2011]
y 90% de pacientes en poblacién inglesa [Khanim F et al, 2001; Chaussenot A, et al,
2014].

El espectro mutacional de WFS1 es complejo ya que se han identificado todo tipo de
mutaciones en este gen, incluyendo mutaciones sin sentido, por alteracion del marco
de lectura, duplicaciones, en sentido equivocado. En general, estas mutaciones se
asocian a pérdida de funcién (sin sentido o por corrimiento en el marco de lectura),
especialmente las que determinan proteinas truncadas [Hardy C et al, 1999]. Las
mutaciones son homocigotas o de tipo heterocigoto compuesto como se ha reportado
en poblacién Latinoamericana (Zenteno JC et al, 2008). La mayor parte (75-95%) de
las mutaciones se han localizado en el exon 8 [Hardy C et al 1999; Khanim F et al, 2001;
Chaussenot A et al, 2011], aunque en poblacion mexicana también se han observado

en el exon 5 [Zenteno JC et al. 2008].
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Un estudio que analizd la distribucién del tipo de mutacion en un grupo de 59 casos
de SW identificé mutaciones de sentido equivocado (38%), con cambio en marco de
lectura (32%), sin sentido (15%), deleciones pequefias (13%) y mutaciones en sitios de

splicing (2%). En la figura 3 se muestra un esquema de la proteina WFS1 con la

localizacion de las mutaciones identificadas [Chaussenot A et al, 2011].

G736S
T30 S430W P724S | E776v
T361| R620W
14275 9 L723P
A133T IE169K F350V P504L] [Rs58C G705 R818C
Y110N | P346L L402P R558H P838L
1 31| | 652 | 890
N terminal domain C terminal domain
NH2 | [ COOH
Q103X Y291X|| |F354del L468del Y660X g
A214fsX285 Q366X V503fsX517 Q667X Wa867X
W371X 3
Vi42fsX251 ¢.861+1G>A z 11?7)( - V509-Y513del 650fsX710
bl Q520X W700X K811fsX939
LEB LT V532fsX542 S605fsX711 [ 43insfsX758
L293fsX303 F414del ve3aX
V415del >34 F882fsX950
Ws540del
1421fsX542 L554-G562del F883fsX949|
L567-F568del F884fsX951
L592fsX604

Figura 3. Mutaciones identificadas en la proteina WFS1 en pacientes con SW. Las mutaciones de sentido
equivocado se muestran en la parte superior de los dominios de la proteina mientras que en la parte
inferior se indican las mutaciones sin sentido, inserciones, deleciones y mutaciones en sitio de “splicing”
[Tomado de Chaussenot, et al, 2011].

 Clasificacion genotipica

Chaussenot (2011), clasifico las mutaciones de WFS1 en 3 grupos: genotipo A,
pacientes con dos mutaciones en sentido equivocado; genotipo B, pacientes con una
mutacion en sentido equivocado y genotipo C, pacientes sin mutaciones en sentido
equivocado. Por su parte, Rohayem consider6 3 categorias de acuerdo al efecto
predicho en la funcion de la wolframina (por genotipo): 1) mutaciones con una pérdida
completa de funcién; 2) mutaciones con una pérdida parcial de funcién y 3)
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mutaciones con pérdida de la funcion presuntivamente menor. Este investigador
apoyado en otros estudios, correlaciond el efecto predicho de la mutacién sobre la
proteina con la edad de presentacion de la enfermedad [Cano A et al, 2007; Rohayem
Jetal, 2011].

Mas recientemente, Lépez de Heredia (2013), clasificé a los genotipos en 3 clases: en
el tipo |, las mutaciones resultan en la ausencia de wolframina debido a degradacién
del RNAm (coddn de paro antes del exdn 8); por su parte, los tipos Il y Ill se basan en
el concepto de degrdn, término utilizado para denominar una secuencia blanco de la
proteina wolframina que detecta error en el plegamiento de la proteina e inicia el
mecanismo de degradacion de la misma. Esta secuencia se encuentra entre los
amino&cidos 671 a 700. La mutacion tipo Il conserva el degréon mientras que la tipo Il
no lo conserva, dando como resultado mayor severidad clinica en el tipo Il y expresion

muy leve en el tipo Ill (Figura 4) [de Heredia ML et al, 2013].

NH, 0000000000000000000000000000000000, % ® Type-l
5

(g 000 ® Type-ll @ Type-l or Type-lli

0008800, 113
%) @ Type-lil © Type-ll or Type-lil

2L,.f.‘(J(XOCOCQ').Z)Q)C(I)(MIJO0:!(1003(10
D08 00000

192

Figura 4. Esquema de la proteina wolframina. Se sefialan la localizacion y tipo de mutacién, Tomado de
Ldpez de Heredia M, et al, 2013]
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Es importante sefalar, que ciertas mutaciones heterocigotas de WFS1 pueden originar
sordera neurosensorial no sindromica de baja frecuencia [Besvalopa IN et al, 2001] y
también se han asociado a un riesgo aumentado de enfermedad depresiva y de
intento suicida en portadores heterocigotos [Swift M and Swift RG, 2005], [Aluclu MU
et al, 2006]. Ademas, recientemente se ha sugerido que algunas variantes comunes

de WFS1 pudieran conferir riesgo para el desarrollo de DMT2 [Fawcett KA et al, 2010].

» Correlacién genotipo-fenotipo:

Se ha intentado establecer un diagndstico predictivo de la severidad y las
complicaciones de la enfermedad de acuerdo al tipo de mutacion en WFS1. En un
estudio reciente se analizo este gen en 59 pacientes con SW y se identificaron 109
alelos mutados correspondientes a 56 diferentes mutaciones. Se caracterizaron dos
alelos mutantes en 90% de los pacientes [Chaussenot A et al, 2011]. De acuerdo a
este estudio, la edad de inicio de diabetes mellitus y atrofia Optica se retarda
significativamente cuando los pacientes son portadores de 1 o 2 mutaciones de
sentido equivocado, mientras que el desarrollo o edad de inicio de sintomas
neuroldgicos no correlaciond con el genotipo. Se considera que puede haber un
fenotipo muy severo en caso de mutaciones en el exdn 4 o de deleciones extensas del

exon 8 [Casey JA et al, 2004].

« SWvsDMT1

La diabetes mellitus tipo 1 es una de las enfermedades con mayor morbi-mortalidad
en poblacién mexicana y dentro de los grupos de alto riesgo se encuentran los
individuos jovenes, los cuales debutan con alteraciones metabdlicas severas y con
dependencia a la insulina [Cizza G et al, 2012]. En los ultimos afios, se ha reconocido

gue un porcentaje de pacientes con DMT1 realmente presenta el SW pero su
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diagndstico se retrasa por no considerar esta posibilidad [Esteban BG et al, 2006;
Homa K et al, 2014]. Los pacientes con este sindrome presentan complicaciones
multisistémicas muy severasy diferentes del cuadro clasico de DMT1, cuyo prondstico
esdiferente [Pilley SFJ et al, 1997]. A nivel ocular, se presenta atrofia épticay en menor
proporcion retinopatia [Hoekel J et al, 2014]; la diabetes insipida es una caracteristica
de la enfermedad y esta relacionada con alteraciones hipotalamicas de tipo
degenerativo lo cual caracteriza al SW [Zmyslowska A et al, 2014] y no son comunes
en la diabetes mellitus; la hipoacusia neurosensorial, generalmente de bajas
frecuencias, es un criterio para SWy en su forma dominante (altas frecuencias) puede
estar relacionada con mutaciones en WFS1 [Hakli S et al, 2014] y no se observa en la
diabetes mellitus clasica; otras manifestaciones parte del DIDMOAD, son alteraciones
genitourinarias tales como dilatacién de vejiga que puede originar un cuadro de
hidronefrosis, distinto a nefropatia diabética; otras caracteristicas son hipogonadismo
y alteraciones neuroldgicas en particular de tallo cerebral y psiquiatricos de diversa
indole [Rohayem J et al, 2011]. En particular se ha observado conducta con tendencia
al suicidio [Aluclu MU et al, 2006] lo que implica elevacion de la morbimortalidad
asociada [Philip R et al, 2013].

Esta informacion ha llevado a la necesidad de realizar estudios que identifiquen casos
de SW con diagnostico erroneo de DM tipo 1 aislada. Asi, la prevalencia relativa de SW
en pacientes con DMT1 en Polonia es de 0.12% [Zmyslowska A et al, 2014 (Exp Cl End
Diab)], de 0.13% en Alemania [Rohayem, 2011], de 0.6% en Inglaterra [Barrett T et al,
1995], de 4.48% en Sicilia [Lombardo F et al, 2014] y de hasta 4.58% en Libano [Zalloua
PA, et al, 2008], dependiendo del método de deteccion. En poblacion mexicana, no se
conoce la frecuencia en poblacion general del SW y existen pocos reportes de
pacientes con esta enfermedad [Zenteno JC et al, 2008; Chacdn-Camacho O et al,
2013]. Dada la disparidad en las frecuencias entre diversas poblaciones y la gran
heterogeneidad clinica de la enfermedad, se considera que el SW pudiera estar

subdiagnosticado en algunos grupos étnicos y que un porcentaje de estos casos tienen
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un diagndstico erréneo de DM tipo | no sindromica [de Heredia ML et al, 2013; Homa
K, etal, 2014].

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

EI SW es una entidad monogénica que cursa con diabetes mellitus tipo 1 y con diversas
alteraciones sistémicas, de dificil diagndstico temprano. Generalmente éste se realiza
cuando el cuadro clinico es completo y existen pocas oportunidades de prevencion
secundaria, con lo que la calidad de vida del paciente se deteriora en forma
importante, dado que no se conoce un tratamiento curativo. La prevalencia del
sindrome en poblacién general a nivel internacional es muy baja, y el diagnéstico se
basa primordialmente en los datos clinicos con los criterios mayores (DMT1+A0). Sin
embargo, la prevalencia relativa en grupos de pacientes diabéticos tipo 1 es
significativamente més alta y puede llegar a casi el 5% en algunos grupos étnicos.
Recientemente los criterios clinicos diagndsticos se han ampliado y con ello se ha
incrementado la tasa de deteccion en otros paises. Por otro lado, se ha reconocido
que un porcentaje de pacientes con DMT1 realmente presenta el SW; los pacientes
con SW tienen complicaciones en diversos érganos y sistemas cuyas caracteristicas,
evolucion y pronostico son diferentes de los observados en una DMT1 clasica; esta es
una entidad monogénica que facilmente es confundida con DMT1. Por lo anterior, se
considera que el SW puede estar sub-diagnosticado dentro de la poblacion de

diabéticos tipo 1, con importante repercusion en su atencion médica.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es la frecuencia del SW en una muestra de pacientes con DMT1 y cudl es el

espectro de mutaciones causales en el gen WFS1 en esos pacientes?
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JUSTIFICACION

En México no existen estudios que hayan investigado la proporcion de casos con SW
en pacientes que tienen diagnéstico de DMT1 aislada. El diagndstico diferencial entre
DMT1 y SW puede mejorar la calidad de vida de estos pacientes e incrementar su
supervivencia, especialmente si son detectados a temprana edad. La realizacién de
este estudio contribuira a la caracterizacion tanto de la epidemiologia genética de la

enfermedad como del espectro mutacional de WFS1 en poblacién mexicana.

OBJETIVOS

» Objetivo general: Establecer la frecuencia de SW en un grupo de sujetos con

DMT1y caracterizar las mutaciones causales en el gen WFS1 en tales pacientes

* Objetivos particulares:

1. Identificar la proporcion de casos con SW en una muestra amplia de pacientes
con DMT1.

2. Describir el fenotipo de los casos con criterios clinicos para SW.

3. Establecer la frecuencia, tipo y localizaciéon de mutaciones del gen WFS1 en

pacientes con criterios clinicos para SW.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Sien el grupo de DMT1, 5% puede padecer SW (de acuerdo a la literatura internacional);
entonces al estudiar fenotipica y genéticamente a grupos mexicanos de DMT1 se podria
encontrar una tasa similar de SW.

METODOLOGIA
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 Disefio y tipo de estudio: Descriptivo, transversal, observacional y prolectivo

« Universo de trabajo: Pacientes de cualquier edad cautivos en clinicas de

diabéticos tipo 1.

+ Célculo del tamafio de muestra: muestra consecutiva total a conveniencia de
102 casos de DMTL. Al tratarse de un estudio descriptivo y de una variable
dicotomica, se realizd un célculo de tamafio de muestra para proporciones con un
intervalo de confianza del 95%. Considerando una poblacién de 400 individuos con
DMT1 y una frecuencia de 5% de SW en esta poblacion, alfa 5% y beta de 80%. Se
ajusto por margen de error y efecto de disefio de 1.5 méas 10% por pérdidas, con lo

cual se obtuvo un nimero ideal de 102 sujetos.

 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

 Criterios de inclusién para diagnéstico clinico
1) Paciente con DMT1 de cualquier edad que contara con expediente clinico

» Criterios de inclusién para estudio molecular

1) Paciente con diagndstico clinico de SW

 Criterios de exclusion para estudio molecular

1) Paciente no disponible para muestra de DNA
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Desarrollo del proyecto (Figura 5):

Se consideraron dos fases para la seleccion de pacientes:

* Fasel

Paciente menores de 15 afios de edad con DMT1, en busqueda de un signo
adicional de DIDMOAD como criterio diagnostico de SW. Se realiz6 estudio molecular
alos pacientes con diagndstico clinico de SW, previo consentimiento y/o asentimiento
informado y aprobacion del protocolo en el IOCV y el hospital colaborador.

e Fasell

Expedientes de pacientes mayores de 15 afios de edad con DMT1, en blasqueda
de datos clinicos adicionales que fueran criterios para SW. Se realizd estudio molecular
a los pacientes seleccionados, previo consentimiento y/o asentimiento informado y
aprobacion del protocolo en el IOCV y el hospital colaborador.
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Figura 5. Esquema del desarrollo del proyecto.

No- confirmacién
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Estudio genético molecular

Las Técnicas de biologia molecular empleadas consistieron en extraccion de DNA,
amplificacion del gen WFS1 por PCR, electroforesis de los productos de PCR en geles
de agarosa, purificacion de los productos de PCR y secuenciacion automatizada de la

secuencia codificante del gen WFS1.

Muestra de sangre
periférica / mucosa oral

 Extraccion de DNA
= Banco de DNA

REACCION EN CADENA
DE POLIMERASA

« Primers disefiados

CORRELACION
genotipo-fenotipo

PREDICCION IN SILICO )
DE PATOGENICIDAD DE SECUEEEI'/\*/SF'%’\' DEL
MUTACIONES

ANALISIS DE LA
SECUENCIACION
NUCLEOTIDICA

Figura 6. Esquema general del estudio genético molecular en pacientes con diagndstico clinico de SW
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» Aislamiento de DNA gendmico:

0 Extraccion de DNA de células de mucosa oral:

Se realizd la toma de muestra de mucosa oral con cepillo estéril y se conservd en
solucién de lisis celular. Se transporto al laboratorio de genética Molecular. Se utiliz6
el kit “Gentra Puregene Buccal Cell Kit”. Siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Se cuantificd la concentracion con el equipo de espectrofotometria Nano-drop, se

etiquetd cada muestra y se registrd en el archivo del laboratorio.

o Extraccion de DNA de leucocitos de sangre periférica:
Se utilizé el kit de QuickGene DNA whole blood kit S. Se realizd la extraccion de tipo

manual. Inicialmente se extrajeron los leucocitos de sangre total por decantacion. Se
conservaron en PBS al 1% y se registraron en la bitdcora del laboratorio. A
continuacion se obtuvo el DNA de los leucocitos mediante el kit de extraccion de DNA
Autogen QuickGene DNA whole blood kit S, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se cuantifico la concentracidn con el espectrofotometro Nano-drop 2000, se etiqueto

cada muestra y se registro en el archivo del laboratorio.

*  Amplificacion por PCR:

Se efectud la amplificacion por PCR de cada uno de los exones codificantes del gen
WEFS1 a partir del DNA de los sujetos afectados, utilizando pares de oligonucle6tidos
(primers) derivados de la secuencia normal de cada exdn. Se utiliz6 un juego de
primers reportado previamente [Zenteno JC et al., 2008], con las Tm descritas en la
Tabla 3. El exdn 8 (2609 pb) se amplificO en 4 segmentos. Se utilizo el kit KAPA Taq
ReadyMix (Kapa Biosystems, Boston, MA, USA), el cual es una mezcla que contiene
todos los componentes para PCR, excepto primersy templado. La mezcla contiene Taq
DNA Polimerasa (1 U por 50 pl de reaccién), Taq Buffer, ANTPs (0.2 mM de cada dNTP
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al 1X), and MgCI2 (1.5 mM al 1X). Se afiadieron a la mezcla 100 ng de DNA genémico,
10mM primers sentido y antisentido (Tabla 3) y agua bidestilada hasta 25 pl.

Exon Primers (5’-3’) Tm (°C)
2 F: GCAGACACTAAGTGCCAGA 56
R: CTGAACTGCAGAGGACCTG
3 F: GCAGCAGCAGATCTGAAGA 56.6
R: TCTCAGGCACCGACACTTCT
4 F: GAAGTGGGTGAAAGGAGGT 53.9
R: CAGTTAGCAAGCAGCATTAC
5-6 F: GTCAGAGTGGCACCGAAAGC 65.1
R: TCGCCCTGCAGGTGCAGGCTGGGA
7 F: ATTGCTCTGTGTGAGGGTG 62.8
R: CCTGCCTGAGGTGCGCGAGT
8-1 F: TTGCCCAGAGGCAGGGTGGT 61.3
R: ATGGAGGGCAGCAGCGATAGCA
8-2 F: ATCCCCTGCTCGGAGCTGGCT 63
R: AGTTGTAGACCTTCATGCC
8-3 F: CAAGGCCAGCTTCTCTGTGGT 59.1
R: ATGGCCTTGAGCTCGAAGACA
8-4 F: CAAGGACATCGTGCTGCGGGC 63
R: AGTCTGCACACGTGGGCACA

Tabla 2. Secuencia de oligonucledtidos y temperaturas de alineamiento utilizados para la amplificacion
de la regidn codificante del gen WFS1 [Tomado de Zenteno JC et al, 2008].

Se utiliz6 un termociclador Biorad, con un programa de temperaturas que incluyo 1
ciclo de 15 minutos a 95°C para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos con 1 minuto de
desnaturalizacion a 95°C, 1 minuto de alineamiento a temperaturas especificas para
cada par de oligonucleétidos y 1 minuto a 72°C para la extension. Por altimo, se realizo
1 ciclo a 72°C por 10 minutos para la extension final.

Los productos obtenidos de la amplificacién se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con tincion de bromuro de etidio para identificar las bandas
especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un marcador

estandar de peso molecular de 100 pares de bases. Se reconocieron las bandas de
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interés con la ayuda de un transiluminador Kodak y se escindieron del gel para la
purificacién del producto de DNA amplificado utilizando el método de purificacion por
columna con el kit de extraccién QIAquick-Gel (Qiagen, Hilden Germany) o en forma

automatizada mediante el equipo Qiacube (Qiagen).

e Secuenciacién nucleotidica:

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica de cada
uno de los exones del gen WFS1. Cada reaccion de 10 pl contenia 2 pl del reactivo
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) con los cuatro
dideoxinucleétidos trifosfatados  (ddNTPs) marcados por fluorescencia,
deoxionucleotidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl> y la
enzima ampliTag polimerasa; se agregd ademas 1 ul del oligonucledtido
correspondiente (sentido o antisentido) a una concentracién de 10 mM, 10-20 ngs del
DNA de cada producto de PCR como templado y agua bidestilada para un volumen
final de 20 pl. Para esta reaccion de PCR se utilizd un programa de 25 ciclos que incluia
30 segundos a 97°C para la desnaturalizacion, 15 segundos a 50°C para el alineamiento
y 4 minutos a 60°C para la extension. Los productos de esta segunda amplificacion de
PCR se purificaron por medio de columnas Centri-Sep (Applied Biosystems) para
eliminar el exceso de oligonucleétido y de ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se
resuspendid en 20 microlitros de formamiday posteriormente se desnaturalizé a 95°C
por 5 min. Los productos se analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico 3130 (Applied Biosystems) y las secuencias de DNA obtenidas en sujetos
enfermos se compararon en forma manual con las secuencias silvestres del genWFS1

para identificar posibles mutaciones.
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Variable Definicidn conceptual Definicién operacional Nivel de | Escala
medicion
Diabetes Tipo de diabetes en la que existe | Diabetes mellitus tipo 1, | Cualitativa, Si. 1
mellitus tipo 1 destruccion de células beta del | diagnosticada en clinica de | nominal, No: 0
pancreas, generalmente con | Diabetes, utilizando al | dicotomica,
deficiencia absoluta de insulina menos la determinacion de | discreta
péptido C.
Sindrome de | DMT1 asociado a AO progresiva. 1) DMT1 + AO Cualitativa, Si. 1
wolfram La diabetes es insulinodependiente y | 2) Dos criterios clinicos de | nominal, No: 0
puede  asociarse a  sordera SW dicotomica,
neurosensorial, diabetes insipida, discreta
alteraciones del tallo cerebral,
trastornos psiquiatricos, trastornos
del desarrollo e hipogonadismo
Mutacién Cambio heredable en la secuencia de | Cambio heredable en la | Cualitativa, Si.1
DNA secuencia de DNA, | nominal, No: 0
demostrable por técnicas | dicotdmica,
moleculares discreta
(secuenciacion directa)
Tipo de | Mutacion puntual: Cambio de un solo | Rango de  mutaciones | Cualitativa, Si. 1
mutacion nucleotido. caracterizadas durante la | nominal, No: 0
-Mutacion de sentido equivocado: | investigacion  por  los | polidicotémica '
Cambio en un nucle6tido que causa el | métodos  clasicos  de
reemplazo de un aminoacido por otro. | secuenciacién génica vy
-Mutacion sin sentido: Cambio en un | confirmadas mediante

nucledtido que origina un codén de
paro prematuro.

Mutacién por delecion: Pérdida de
uno o mas nucleétidos.

Mutacién por insercion: Ganancia de

uno o mas nucleétidos.
Mutacién en sitio de splicing:
mutaciéon que afecta las bases

requeridas para el “corte y empalme”
de los exones, o bien que al afectar la
region de intrén, crea sitios
alternativos de splicing.

comparacion con las bases

internacionales de
mutaciones en  genes
especificos, asi como
modelos de simulacion
(Anexos). De acuerdo a su
descripcion tedrica
(conceptual)

Tabla 3. Operacionalizacién de variables. Definiciones tomadas de Dains JE, Baurmann LC and Scheibel, ebook
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Consideraciones de Bioseguridad:

El estudio conto con la aprobacién del Comité de Bioseguridad del IOCV con registro
13-CB-31-050-269 del IAP, tomando en cuenta la norma NOM-007-SSA3-2011.

Consideraciones éticas

a. Consentimiento y/o asentimiento informado para fase clinica y fase

molecular (Anexo II)

El proyecto fue sometido y aprobado en el Instituto de Oftalmologia
Fundacion “Conde de Valenciana”, por los Comités de Investigacion (CI-005-
2014) Registro 13-CI-09-015-261- COFEPRIS; de Bioética (CEI-2014/03/03)
con registro 13-CEI-09-015-095. Asimismo a los comités correspondientes a
cada hospital participante. Hospital Materno Perinatal “Ménica Pretelini
Sainz”, Instituto de Salud del Estado de México: Registro 2012-06-252.
Hospital para el Nifio, Instituto Materno Infantil del Estado de México, con
oficio EI//2012, del 9 de agosto de 2012. Hospital General “Dr. Nicol&s San
Juan”, Instituto de Salud del Estado de México. Registro SINARIS 217-B.51-
000-201-4007. Hospital Infantil de México “Dr. Federico Gomez”, Secretaria
de Salud con registro: HIM-2014-080.

Andlisis de datos

a. Célculo de frecuencia de SW en individuos con DMTL1 en la poblacién

b. Calculo de frecuencias de alteraciones sistémicas por grupo.

C.

Célculo de frecuencias de tipo de mutaciones
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d. Gréficas correspondientes a: Estadistica descriptiva, Frecuencia (proporcion),
Secuenciacion nucleotidica de los productos de PCR, Identificacién de variantes

deletéreas.
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RESULTADOS

e Fase clinica:

Se obtuvo una muestra de 137 sujetos con DMT1, provenientes de 131 familias no

relacionadas. Los casos- indice de DMT1 correspondieron a 77 individuos femeninos y

54 masculinos (Gréfica 1). Hubo 5 familias con mas de un sujeto con DMTL. En la tabla

3 se indica el origen de los pacientes por institucion participante.

Hospital Numero de Porcentaje (%)
casos indice
Hospital para el Nifio de Toluca, IMIEM 76 58
Asociacion Mexicana de Diabetes Mellitus, A.C. 25 19
Hospital General Nicolas San Juan ISEM 20 15
Hospital Materno Perinatal MPS, ISEM 6 5
Instituto de Oftalmologia, IOCV 4 3
Total 131 100%

Tabla 4. Hospitales participantes
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Gréfica 1. Distribucion de la muestra de DMT1 por género (n=131).
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Gréfica 2. Distribucion etaria por género de los pacientes con DMT1 (n=131).
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» Estudio fenotipico

Los pacientes propdsito fueron seleccionados de acuerdo a los criterios descritos por
Lopez de Heredia [2013]. En la muestra total de 131 sujetos no relacionados con DMT1
se identificaron 6 sujetos con criterios clinicos compatibles con diagndstico de SW, lo
gue correspondi6 a una frecuencia de 4.58% de casos de SW en la muestra de DMTL.
Dentro de los casos se encontrd una mediana de edad de inicio de 6 afios (intervalo
de 3 a 12 afios), con una duracion mediana de 11.5 afios (intervalo de 2 a 40 afios).
Cuatro de los 6 pacientes presentaron atrofia Optica (66.6%); dos presentaron
diabetes insipida (33.3%); 2 déficit auditivo (33.3%); 3 de 6 presentaron vejiga
neurogénica e hidronefrosis secundaria (50%); 4 de 6 tuvieron catarata (66.6%); 2 de
6 presentaron pubertad retrasada (28.57%); 2 de 6 presentaron retinopatia diabética
(33.3%) y 1 de 6 presento ataxia (16.6%). Los hallazgos clinicos de los 6 pacientes se

resumen en las tablas 5(A) Y 5(B).
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Caso Género DMT1 Atrofia Diabetes Hipoacusia
Optica insipida
Edad Afos de
de evolucion
inicio
1 Masculino 8 12 (+) ) (+)
2 Femenino 3 11 (+) ) (+)
3 Masculino 3 7 () (+) )
4 Masculino 4 16 (+) ) )
5 Masculino 12 2 () (+) )
6 Masculino 8 40 (+) ) )
Subtotales | Mediana 35 10 4/6 2/6 2/6
Proporcion 66.6% 33.3% 33.3%

Tabla 5 (A). Datos fenotipicos compatibles con diagndstico de SW en pacientes con DMT1. Frecuencia
identificada: 6/131= 4.58%

Caso Género Vejiga Pubertad Catarata Retinopatia | Ataxia
neurogénica/ | retrasada subcapsular
hidronefrosis
1 | Masculino ) ) ) () )
2 | Femenino () () () ) )
3 Masculino (+) ) (+) Q) ()
4 Masculino ) ) (+) ) )
5 Masculino ) ) ) (+) ()
6 Masculino ) ) (+) Q) ()
2/6 2/6 4/6 2/6 1/6
33.3% 33.3% 66.6% 33.3% 16.6%

Tabla 5 (B). Otras caracteristicas fenotipicas de SW
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» Descripcion clinica de pacientes con diagndstico clinico de SW y resultados del
estudio genético molecular

Caso 1: El paciente indice era un individuo masculino de 20 afios de edad, producto de
una pareja consanguinea (Figura 7), con Diabetes Mellitus tipo 1 de inicio a los 8 afios
de edad y déficit visual con tiempo de evolucion no especificado. Ademas, presentaba
hipoacusia sensorial de grado superficial a media tipo bilateral, diabetes insipida y
vejiga neurogénica. Un hermano menor presentaba un cuadro clinico similar. El

estudio oftalmoldgico demostro atrofia Optica.

| O Consanguinidad {1/32)

Wi-2 . Sindrome de Wolfram
V.3 0 Portadorasana
I O
0 18

v O ' &
V n

A 2

Figura 7. Arbol genealdgico, caso 1
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Estudio molecular (Caso 1).
El andlisis del gen WFS1 en este paciente demostré una mutacidon homocigota

€.2611G>A (Figura 8), que predice una sustitucion de sentido equivocado de valina a
metionina en el residuo 871 de la proteina wolframina (p.V871M). Su hermano
afectado presentaba la misma mutacion también en estado homocigoto y la madre
sana fue heterocigota (portadora) para la mutacién. No pudo obtenerse muestra del

padre. En las figura 7 se muestran los electroferogramas correspondientes.

@)

c A c
|Ill Ill'l
N\ |II I K.‘IIF ull]’xl ~
l'l l [\ F
/ X, o 1 / \ / \
f Il'u \ .’"'
Y \ i . /

Figura 8. (a) Secuencia parcial del exdn 8 del gen WFS1 en DNA del caso 1. Se sefiala una mutacion
puntual homocigota ¢.2611G>A, que predice una sustitucién p.V871M en la proteina; (b) DNA
control. La secuencia mostrada corresponde a la cadena antisentido y se sefialan los codones CAT

(mutante) y CAC (normal).
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Caso 2: La paciente propaésito (Figura 9) fue una mujer de 16 afios de edad con DMT1
de inicio a los 3 afios de edad. El andlisis clinico revel6 atrofia Optica bilateral y
cataratas sub-capsulares. Presentaba infecciones recurrentes de vias urinarias y se
identificaron atonia vesical, pielocalectasia, y tracto ureteral dilatado bilaterales,
mediante ultrasonido. La audiometria tonal demostrd hipoacusia sensorial bilateral
incipiente. Dos hermanos menores presentaban DMT1 desde los 3 y 2 afios de edad,
respectivamente y también catarata subcapsular. Los padres eran sanos y negaron

consanguinidad, aungue provenian de la misma comunidad en el estado de México.

No consanguinidad

Sindrome de Wolfram,

! O

1.2

‘oo m -

1.1-2 UO Padres sanos

DM-1 de inicio a los 3 afos sin atrofia
Optica

DM-1 de inicio a los 2 afios sin atrofia
Optica

Heoeo®

Figura 9. Arbol genealdgico, caso 2

Estudio molecular (caso 2). El andlisis molecular en la propésito identific6 una
mutacion homocigota ¢.1080C>T en el exon 8 del gen WFS1 (Figura 10). Esta transicion
nucleotidica predice una mutacion de sentido equivocado de treonina a isoleucina en

el amino&cido 361 de la proteina wolframina (p.T361l).
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Figura 10. Secuencia parcial del caso indice 2, (ll-1). (a) Se identific6 una mutacion puntual
€.1080C>T homocigota, en el exdn 8, que predice una mutacion de sentido equivocado en la
proteina, en la que se sustituye la tirosina normal por una isoleucina en el aminoacido 361
(p.T361l). (b) DNA control

Se realizé estudio molecular a los familiares de primer grado del propésito y se
identifico que los padres eran heterocigotos (portadores) de la mutacion mientras que
sus 2 hermanos afectados fueron homocigotos para la misma mutacion (Figuras 11 a

14).
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\ \\/ 0\&[

Figura 11. Secuencia parcial del exdn 8 del gen WFS1 en DNA del padre del caso 2. Se identificd
heterocigosidad para la mutacion ¢.1080C>T.

Figura 12. Secuencia parcial del exn 8 del gen WFS1 en DNA de la madre del caso 2. Se observa
heterocigosidad para la mutacion ¢.1080C>T (flecha).
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o

Figura 13. Secuencia parcial del exén 8 del gen WFS1, correspondiente a una hermana afectada

(1I-2) del caso 2. Se identificO una mutacion puntual homocigota ¢.1080C>T, que predice una
mutacion de sentido equivocado de tirosina a isoleucina en el aminoacido 361 (p.T361l).

Figura 14. Secuencia parcial del exon 8 del gen WFS1, correspondiente a un hermano (lI-3) del caso
2. Se identificé una mutacién puntual ¢.1080C>T homocigota, que predice una mutacion de
sentido equivocado en la que se sustituye la tirosina normal por una isoleucina en el aminoacido
361 (p.T361l).
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Caso 3: El propésito fue un individuo masculino de 10 afios de edad con diagndstico
de DMTL1 de inicio a los 3 afios de edad. Presenté ademas diabetes insipida, catarata
sub-capsular bilateral, hidronefrosis y vejiga neurogénica. Sus padres eran sanos y

negaron ser consanguineos (Figura 15).

No consanguinidad

.2 /. Sindrome de Wolfram

I I 1.1 I] Portador sano
17 10 1.2 O Portador sano

Figura 15. Arbol genealdgico, caso 3

Estudio molecular (Caso 3): El andlisis del gen WFS1 en DNA de este paciente demostrd
2 distintas mutaciones heterocigotas (heterocigosidad compuesta). Los padres fueron
heterocigotos para cada una de las mutaciones (figuras 16-19). La mutacion de origen
paterno fue una delecion heterocigota de 15 pares de bases (¢.1525-1539del15), que
predice una delecion en fase de 5 aminoéacidos (p. V509del_Y513), mientras que la
mutacion de origen materno consistio en una delecion heterocigota de 4 nucle6tidos

(c.2643_2646del) que origina un corrimiento de marco de lectura (p.F882fsX69).
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TACCTGC

TCTAT

Figura. 16. Secuencia parcial del exdn 8 del gen WFS1 en DNA del caso 3. (a) Mutacion por
delecion de 15 pares de bases.- ¢.1525- 1539del15 (p. V509del_Y513), en estado heterocigoto (b)
DNA control normal
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Caso Ill. Proposito (segunda mutacion)

(a)

Figura.17. Secuencia parcial del exdn 8 del gen WFS1 en DNA del caso 3. (a) Se muestra una
mutacion heterocigota por delecion: ¢.2643_2646del. (p.F882fsX69). (b) DNA control.

La secuenciacion parcial de WFS1 en DNA de los padres del caso 3 revel6 que el padre
era heterocigoto para la delecion ¢.1525 1539del (p.v509del_Y513) mientras que la

madre fue heterocigota para la delecién ¢.2643_2646del (F882fsX69)
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Figura 18. Secuencia parcial del ex6n 8 del gen WFS1 en DNA del padre del caso 3. Delecion
heterocigota en marco de lectura. ¢.1525_1539del (p.V509del_Y513).

l' ‘// \\ f
I‘ | ‘. i |

Figura 19. Secuencia parcial del exén 8 del gen WFS1 en DNA de la madre del caso 3. Se
demuestra la delecidn heterocigota 2643 2646del (F882fsX69)
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Caso 4: Es un paciente masculino de 20 afios de edad, producto de la segunda gesta
entre padres no consanguineos. Tenia un diagndstico de diabetes mellitus tipo 1 desde
los 4 afios de edad. Se identificaron anomalias asociadas como talla baja, pubertad
retrasada, vitiligo, vejiga neurogénica, hidronefrosis unilateral, quiste aracnoideo en
fosa craneal media, ataxia, catarata subcapsular bilateral y atrofia Optica. Nego
antecedentes heredofamiliares de diabetes o de otras enfermedades relacionadas
(Figura 20).

No consanguinidad
| O O

m2 [
Il
.3 Deficiencia mental leve

a7 46

TN

n.4 2 Deficiencia mental leve

26 4

Figura 20. Arbol genealdgico del caso 4.

Estudio molecular (caso 4). El estudio molecular del gen WFS1 en este paciente reveld
una delecion heterocigota ¢.1525_1539del, en el exon 8 (Figura 21). Esta mutacion
predice una delecion de 5 aminoacidos, en fase de lectura, en la proteina wolframina
(p.V509 _Y513del). No se identificd una segunda mutacion en region codificante de
WES1.
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Figura 21. Secuencia parcial del exdn 8 de WFS1 en DNA del caso 4. (a) Se demuestra una
delecion de 15 bases ¢.1525_1539del, (p.V509_Y513 del), en estado heterocigoto. (b) DNA
control.
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Caso 5: Es un paciente masculino de 48 afios de edad con diabetes mellitus tipo 1
desde los 8 afios de edad (Figura 22). Present6 nefropatia diabética desde los 32 afios
de edad con trasplante renal a los 39 afios de edad y antecedente de disminucion de
la agudeza visual desde los 40 afios de edad. La valoracion oftalmoldgica revel6
retinopatia diabética en ambos 0jos. En 0jo derecho se observa iris atrofico, papila con
palidez +, excavacion 50%, macula sin brillo foveolar, huellas de laser 360°,
pseudofaquiay retina derecha coagulada. Este 0jo tenia antecedente de trasplante de
cérnea y exposicion a laser. En ojo izquierdo se observo atrofia difusa del iris, retina

aplicada, papila palida y con excavacién del 50%.

| O O
_ No consanguinidad

.1 F Sindrome de Wolfram
Il

? 70 1.4 @ Diabetes mellitus tipo 2

. 1.2 M]] Neoplasia gastrica

11 / i 1.3 D Infarto al miocardio

20

Figura 22. Arbol genealdgico del caso 5.

Estudio molecular (caso 5): No se identificd ninguna mutacion en la region codificante

de WFS1 en el DNA de este paciente.
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Caso 6: Es un paciente masculino de 12 afios de edad, con diagnéstico de DMT1 desde
los 12 afios de edad y cuadros frecuentes de cetoacidosis diabética y diabetes insipida
intermitente. En este sujeto se considerd un diagnostico probable de SW debido a la
diabetes insipida y a trastornos conductuales, que son frecuentes también en la
enfermedad (Figura 23). No se realiz6 estudio molecular ya que el paciente no aceptd

la toma de muestra para extraccion de DNA.

a/ No consanguinidad

Propdsito: SW

IV.4: 7‘. (DMT1, D.Insipida,
” talla baja)
57
i |

11.2: A Alcohdlico disgregado
1l é 111.3,6: @ Agresividad antisocial

32

- B

14/

111.3,6: Disgregados

IV.7: L Leucemia

6
. DMT2
N I 12,13: O

Figura 23. Arbol genealdgico del caso 6.
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Resumen del estudio genotipico

Genotipo: Se identificaron 5 mutaciones en total (4 mutaciones distintas), que

correspondieron a dos mutaciones de sentido equivocado

y dos deleciones

intragénicas. Todas las mutaciones se localizaron en el exon 8 del gen WFS1. La

frecuencia de mutaciones en el gen WFS1 en la muestra de pacientes con SW fue de

80% (4/5).
Poblacion en la que
Caso | Tipode Mutacién en DNA Mutacidn predicha | se ha descrito la | Cigosidad
mutacion en la Proteina mutacion
1 Sentido €.2611G>A p.V871M Canadiense YU " | Homocigoto
equivocado etal. 2001, Domenech E et al.
2002
2 | Sentido ¢.1080C>T p.T361l Francesa®haussenet A | Homocigoto
equivocado etal. 2011
3 1.-c.1525_1539del | 1.-p.V509_Y513del | FrancesaChausenot A | Heterocigoto
etal, 2011 compuesto
Dos deleciones MexicanaChacon-
2.-p.F882 S884del Camacho O et al, 2013
2.-C.2643_2646del JaponesaMatsunaga K
etal, 2014
BraZ”ianGasparin MR et
al. 2009
4 Delecién ¢.1525 1539del p. V509_Y513 del Francesa‘maussenot A | Heterocigoto
etal, 2011
MexicanaChacon-
Camacho O et al, 2013
JaponesaMatsunagaK
etal, 2014
5 Sin mutacion | - | e e e

Tabla 6. Resultados de la genotipificacién de WFS1 en 5 pacientes con DMTL y criterios clinicos para SW.
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DISCUSION

SWvs DMT1

a. El SW es una entidad poco frecuente en la poblacién general [Barret
TG, 1995; Matsunaga K et al, 2014; Rohayem ] et al, 2011]. Generalmente se
ha detectado a partir de evaluacién dirigida en grupos de pacientes diabéticos
0 con anomalias oftalmoldgicas o neuroldgicas en diversas poblaciones del
mundo [Hardy C et al, 2999; Medlej R et al, 2004; Hansen L et al 2005; Rohayem
Jetal, 2011; Matsunaga K et al, 2014; Chaussenot A et al, 2011].

b. En funcién de la deteccion de casos diagnosticados en estos grupos, se
organizaron sociedades multidisciplinarias de apoyo dirigidas a este sindrome
genético debido al alto impacto de la enfermedad sobre la salud y a su alta
mortalidad asociada (42 década de la vida) [Marshall BA et al, 2104; Kinsley BT
et al, 1995; Proyecto Eurowabb; Wolfram Society UK Support Group;
Washington University & Wolfram Syndrome Study; Asociacion espafiola del
Sindrome de Wolfram]. En nuestro pais existen asociaciones de Diabetes tipo
1 [FMD, AMD] y ésta fue la fuente més importante de los pacientes para esta
muestra. Al momento no se habia realizado ninguna investigacién para
reconocer el SW en grupos de pacientes mexicanos con diagnostico de DMT1.

c. Elsindrome se considera infrecuente en poblacion caucasica y en otras
poblaciones del mundo, pero ocurre en mayor nimero en poblaciones
endogamicas [Zalloua PA et al, 2008; Lombardo F et al, 2014]. En funcién de la
frecuencia de DMT1, se utilizo la estrategia de analizar a pacientes con esta
caracteristica utilizando criterios adicionales de deteccién clinica de SW y se

obtuvo una frecuencia de 4.58% en el grupo de pacientes con DMTL.
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Hallazgos clinicos de nuestro estudio

a. Se obtuvo una muestra de 137 pacientes diabéticos tipo 1, un tamafio
de muestra mayor al calculado de 102 casos (95% de intervalo de confianza);
5 de las familias incluidas contaban con al menos 2 hermanos diabéticos y en
2 de ellas los pacientes tuvieron datos sugestivos de SW y los otros 3 casos
familiares fueron DMT1 no sindromica. Se consideraron so6lo el nimero de
familias (casos indice), dado que los pacientes afectados en una sola familia
presentan el mismo genotipo de WFS1.

b. Por criterios clinicos, se identificd una frecuencia de SW de 4.58%
(6/131 casos indice), muy similar a la reportada en un estudio de 399 pacientes
diabéticos tipo 1 de Libano. Es tal estudio, se observo una predominancia del
sindrome de Wolfram en grupos endogamicos comparado con los no
relacionados genéticamente (12% vs 0.4%) [Zalloua PA et al, 2008].

c. La edad mediana de inicio de DMT1 fue similar a otros estudios, sin
embargo la aparicion de sintomas del DIDMOAD fue muy variable. El caso 1, al
momento de ser diagnosticado ya presentaba todas las caracteristicas, pero
éste se realiz6 hacia la tercera década de la vida. En el caso 2, la proposito fue
detectada a mitad de la segunda década de la vida; presentaba una evolucion
mas lenta, aunque durante su estudio pudo demostrarse que manifestaba
todas las caracteristicas incluyendo alteraciones vesicales con excepcion de
diabetes insipida. A diferencia de este caso, el caso nimero 3 manifestd
inicialmente diabetes insipida adicionalmente a la DMT1 y posteriormente
vejiga neurogénica, hidronefrosis y cataratas. El caso numero 4, manifestaba
todo el cuadro clinico, sin embargo también fue estudiado en su tercera
década de la vida. La diabetes insipida también fue una de las primeras
manifestaciones adicionales a la DMT1 en el caso que no pudo ser estudiado
molecularmente. El paciente con atrofia dptica en la quinta década de la vida

presentaba multiples alteraciones oculares y complicaciones propias de la
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DMT1, pero no se integraron otras caracteristicas del DIDMOAD. Dado que el
criterio de inclusion fue la DMTL, no pudimos detectar casos que hubieran
iniciado la DMT1 posterior a alguna otra caracteristica del DIDMOAD como se
ha observado en otros reportes [De Heredia ML, 2013; Matsunaga K et al,
2014]. La atrofia éptica no se detectd en el 100% de los casos, probablemente
por la edad de captura en algunos de nuestros casos, ya que se conoce una
edad mediana de presentacion en la segunda década de la vida [Barret TM and
Bundey SE 1997].

» Hallazgos moleculares del Estudio
Las mutaciones identificadas en el gen WFS1 fueron puntuales y de sentido
equivocado en 2 casos y deleciones intragénicas cortas en 3 casos.

a. La primera mutacion consiste en una transicion de Guanina a Adenina
(c.2611G>A) en el exdn 8 y genera la sustitucion de un aminoacido en el
dominio carboxilo terminal en la proteina (p.V871M). Esta mutacion no se ha
descrito antes en el SW, aunque si se habia identificado en estado heterocigoto
en casos de hipoacusia neurosensorial autosomica dominante [Young TL et al,
2001; Domenech E et al, 2002; Goncalves AC et al, 2014]. Dicha caracteristica
forma parte del espectro de SWy en estado heterocigoto se conoce como una
de las causas de hipoacusia neurosensorial no sindromatica (heterogeneidad
alélica). De manera interesante, se han reportado casos de Diabetes tipo 2 'y
sordera asociados a mutaciones de WFS1 en estado heterocigoto [Domenech
E et al, 2002]. La naturaleza progresiva de la hipoacusia relacionada a este gen
sugiere un papel de la wolframina en el mantenimiento de transduccion del
sonido més que del desarrollo y maduracion de células cocleares; incluso
podria ser razonable sugerir un papel en la presbiacusia, la cual afecta
principalmente frecuencias altas, dado que en estadios tardios del SW se

observa progresion a hipoacusia en ese rango [Young TL et al, 2001]. Se ha
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postulado que la progresividad de estas manifestaciones se debe a la
degeneracién de areas especificas del SNC en este caso en nucleo ventricular
cocleary coliculo inferior [Besvalopa IN et al, 2001]. Los pacientes del presente
estudio con esta mutacion tenian hipoacusia sensorial grado superficial a
medio, con riesgo, si la mutacién se comporta como en otras poblaciones, de
ser progresiva, [Young TL et al, 2001]. En esta familia se informd de una
hermana de los afectados, fallecida por cardiopatia congénita a temprana
edad. Este dato es de relevancia ya que se han reportado pacientes con SW'y
malformaciones cardiacas [Ganie MA et al, 2011; MedlejR et al, 2004]. Como
se menciono previamente, esta mutacion no habia sido descrita en el SWy las
evidencias que se tomaron en cuenta para considerarla causa de la
enfermedad en la familia 1 de nuestro estudio, fueron las siguientes:

I. Estado homocigoto en ambos hermanos afectados vy
heterocigoto en la madre (el padre, heterocigoto obligado, no pudo ser
estudiado).

. En estado heterocigoto, la mutacion ha sido asociada
previamente a un fenotipo de hipoacusia, parte del espectro clinico del
SW. Por lo tanto, es factible que en estado homocigoto que se asocie a
un cuadro sindrémico como el mostrado por los pacientes.

iii. Los estudios de prediccién in silico (programa Polyphen) de
patogenicidad de esta mutacion (datos no mostrados) indican que el
cambio es deletéreo para la funcién de la proteina.

iv. La mutacion no ha sido identificada en estado homocigoto en
bases de datos de secuenciacion de exoma en miles de controles sanos
de diversos grupos étnicos, como Exac Browser, 1000 Genomas Yy
Exome Variant Server.

b. Segunda mutacién. Esta mutacion (¢.1080C>T) es del tipo puntual y de

sentido equivocado, consiste por una transicion C>T y ha sido reportada
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previamente en pacientes franceses con SW [Chaussenot A et al, 2011].
Predice un cambio de aminoéacido en el dominio transmembranal de la
wolframina (p.T361l). Los pacientes de nuestro estudio con esta mutacion
presentaban catarata sub-capsular posterior, hallazgo poco frecuente en el
SW. Debe sefialarse que se ha demostrado la expresién de WFS1 durante el
desarrollo del cristalino [Berry V et al, 2014] y que recientemente se
identificaron mutaciones heterocigotas (dominantes) de WFS1 como causa de
cataratas no sindrémicas hereditarias [Berry V et al, 2014].

c. La tercera mutacion corresponde al caso 3, sujeto en el que se
caracterizaron dos mutaciones distintas en WFS1 (heterocigosidad
compuesta). La primera mutacién (c.1525-1539del15), transmitida por el
padre, fue reportada previamente en poblacion Francesa [Chaussenot A et al,
2011], Mexicana [Chacdn-Camacho O et al, 2013] y Japonesa [Matsunaga K
et al, 2014]. Esta mutacidn se observé también en el caso 4. Esta mutacion
origina una delecion de 5 aminoacidos en la wolframina, sin corrimiento de la
fase de lectura. Se ha sugerido que este tipo de mutaciones se asocian a una
aparicion mas temprana de la enfermedad [Hansen, 2005]. La segunda
mutacion de este paciente (c.2643_2646del), transmitida por la madre, origina
un corrimiento del marco de lectura. La mutacién origina una proteina 61
aminoacidos mas larga que la proteina silvestre. Fue reportada previamente
en poblacion Brasilefia [Gasparin MRR et al, 2009].

d. La mutacion del caso 4 fue ¢.1525-1539dell15 (idéntica a la primera
mutacion del caso 3) y se identifico en estado heterocigoto. No se encontro
otra mutacion en region codificante de WFS1. Es interesante mencionar que
se han descrito varios casos de SW en los que se ha identificado solo una
mutacion en WFS1 y en tales casos se ha propuesto que la segunda mutacion
se localice en regiones no codificantes del gen (promotores, secuencias

intronicas profundas) o que la segunda mutacion se encuentre en otro gen
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(enfermedad digénica) [Chaussenot A et al, 2014; HomaK et al, 2014]. Ademas
de los datos de SW, el paciente con esta mutacion presenté Vitiligo, anomalia
que a nuestro conocimiento no ha sido asociada con anterioridad al SW y
podria tratarse de un hallazgo fortuito.

e. En el caso 5 no se determinaron mutaciones en la region codificante del
gen. Como ha sido sugerido previamente, en casos compatibles con fenotipo
de SWy ausencia de mutaciones en WFS1, la mutacion pudiera estar localizada
en una region no codificante del gen [Chaussenot A et al, 2014]; otras
posibilidades son que este caso se deba a mutaciones en el gen CISD2,
responsables del infrecuente segundo tipo de la enfermedad [Mozillo E et al,
2014] o bien que las caracteristicas clinicas observadas en el paciente hayan
concurrido de manera fortuita simulando el SW (fenocopia). La posibilidad de
variantes en namero de copias ha sido descartada [Matsunaga, 2014]. Otros
casos similares de la literatura se han resuelto por medio de secuenciacion de
nueva generacioén de genoma completo o exoma completo [Lieber DS et al,
2012] y otros se han resuelto por tecnologia de microarreglos_[Chaussenot A
etal, 2014].

f. Mutacion recurrente p. V509 Y513 del. La presencia de una delecion
comun en los casos 3y 4 junto con el antecedente de un reporte previo de esta
mutacion en otra familia mexicana [Chacon-Camacho O et al, 2013] sugieren
un efecto fundador de esta mutacion en México. Tal efecto se ha considerado
en poblacion espafiola en la que se reportd una mutacion recurrente
(425ins16) y también se considerd este mecanismo [GOmez- Zaera M et al,
2001]. En nuestra cohorte se observo variabilidad fenotipica en estos 3 casos.
Dos de ellos provenian de regiones cercanas del estado de México (85 km
aproximadamente), mientras que el otro provenia del norte de Veracruz. No
se descarta que estos casos pudieran estar relacionados. Se requeririan

estudios de homocigosidad para_demostrar este mecanismo [Sharon and
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Banyn, 2015]. En la vasta informacion bibliogréfica, no ha habido relacion
genotipo- fenotipo, sino expresion diferente con la misma mutacion, lo cual
supone genes modificadores [Sobhani M et al, 2013]. Es necesaria la
genotipificacion de grupos méas amplios de pacientes con SW de nuestra
poblacion asi como la comparacién de polimorfismos intragénicos entre
pacientes con la delecién recurrente para confirmar si la delecion

p.V509_Y513del es una mutacion fundadora en nuestro pais.

Limitaciones del estudio

a. Muestra. La poblacion “diana” se obtuvo de la ciudad de México y la
region metropolitanay es relativamente pequefia. Aunado a que se trataba de
una poblacion cautiva, puede haberse incurrido en un sesgo de “seleccién” de
pacientes, ya que los pacientes estables no acuden frecuentemente a sesiones
de seguimiento. Otro sesgo sistematico relacionado que se pudo presentar es
el sesgo de “sub-representacion” en el caso de los nifios menores de 15 afios
gue pudieran no haber manifestado aun las alteraciones asociadas a DMT1
(Hern&ndez DB et al, 2000].

b. Expediente. Es dificil que los expedientes sean uniformes en las
diferentes instituciones (“sesgo de informacién”) por lo que pueden variar en
la profundidad de la informacion necesaria para detectar esta enfermedad.
Los pacientes con sospecha clinica fueron citados a valoracion, pero no todos
acudieron al llamado, por lo que puede originar sesgo de localizacion o
busqueda [Hernandez-Avila M et al, 2000].

c. Costo del estudio. En este caso fue apoyado por el laboratorio del IOCV
y en segunda instancia por CONACYT y UNAM, sin embargo, estos recursos se
dispusieron sélo con el fin de realizar este proyecto de investigacion. Para un

estudio en varios estados del pais se requeririan fondos nacionales.
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» Propuesta de estudio mas amplio y genotipificacién

a. Se propone realizar estudios integrales en clinicas de DMT1 en todo el
pais que permitan detectar casos de SW, enlazados a través de una base
nacional que permita calcular una prevalencia méas especifica como se ha
hecho en otros paises o consorcios (Unién europea, Reino unido, Estados

Unidos, Espafia).
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CONCLUSIONES

=« En nuestra cohorte se identifico que aproximadamente 5% de los casos
diagnosticados como DMTI eran realmente pacientes con SW. Esta frecuencia es
similar a la observada en un estudio en Libano, en la que se incluyeron
mayoritariamente familias con consanguinidad en los padres.

» En el aspecto genotipico, la frecuencia de mutaciones en WFS1 en pacientes
con criterios clinicos de SW fue de 80% y se distribuyeron en la misma proporcion
mutaciones puntuales en sentido equivocado y las deleciones (50%). La mutacién
c.1525 1539del pudiera considerarse una mutacion frecuente en nuestra
poblacion.

» Se considera que el analisis clinico y genético de grandes grupos de pacientes
con DMT1 de diferentes poblaciones, ayudara a estimar la frecuencia relativa de
SW en DMT1 en distintas poblaciones.

e La diferenciacion clinica temprana entre DMT1 y SW, permite un manejo
adecuado de los pacientes al evitar las complicaciones cronicas derivadas del

diagndstico retrasado de las anomalias asociadas.
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ANEXOS

e Anexo . Instrumentos de Investigacion (Hojas de recoleccion de datos)

Ficha de identificacion

/Asentimiento
informado

DNA

Institucion Clinica de | Fecha Nombre Expediente
diabetes
Edad Fecha de | Domicilio Teléfono Familiar
nacimiento responsable
Fecha de ingreso | Niveles de | Fecha de toma | Fecha de dltima | Edad de inicio DM1
al Hospital/ | péptido C de péptido C valoracién
Asociacion  de oftalmoldgica
Diabetes
Edad de inicio Edad de | Edad de inicio | Edad de inicio | Status psicoldgico
atrofia dptica inicio  diabetes | de trastornos | Sordera
insipida vesicales
Alteraciones Consanguinidad | Familiares Familiares
neurologicas (si/no) afectados con | afectados con
DM1 DM2
Fecha de | Toma de | Fecha de | Fecha de PCR Fecha de
consentimiento | muestra extraccion de secuenciacion

Anexo I|-a. Datos clinicos concentrados
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e Anexo II. Carta de consentimiento informado del protocolo

Titulo del protocolo
FRECUENCIA DE SINDROME DE WOLFRAM EN UN GRUPO DE DIABETICOS TIPO 1, CON
DETERMINACION DE SU ESPECTRO MUTACIONAL

Investigador principal: MIC Maria Esther Blanco Aguirre

Lugar en donde se realizara el estudio clinico:

Lugar en donde se realizara el estudio molecular: Instituto de Oftalmologia Fundacion
Conde de Valenciana

Nombre del paciente

Padre o tutor:

Justificacién

Se desconoce la proporcion de casos con SW dentro del grupo de pacientes diabéticos
tipo 1. Aunque aun no existe tratamiento curativo para esta enfermedad, podria
limitarse el dafio en algunos aspectos de la enfermedad, asi como proporcionar

informacion de la forma en que se hereda la enfermedad
El objetivo del estudio es determinar la presencia o ausencia de atrofia Optica en el

paciente diabético tipo 1y otras alteraciones clinicas que establecen el diagnostico

clinico de SW'y confirmarlo mediante estudios moleculares.
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Procedimiento:

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizardn algunas preguntas sobre
usted, sus habitos, antecedentes familiares, antecedentes médicos, y se realizara
revision del fondo de ojo, mediante dilatacion de la pupila con medicamentos y en
caso necesario, toma de muestra de saliva para DNA a fin de realizar el estudio

molecular.

Molestias o riesgos asociados con el estudio

Este estudio consta de las siguientes fases:

La primera implica realizacion de arbol genealdgico y aplicacion de gotas oftalmicas
para dilatacion de la pupila y exploracion de fondo de ojo

Si usted presenta dos 0 mas caracteristicas de SW, pasara a la siguiente fase

La segunda parte del estudio consistird en toma de muestra de saliva con hisopo. Esto
no dejara molestia alguna, sélo una leve sensacion del suave raspado. Si es mayor de
15 afios, se tomara una muestra de 5 ml de sangre periférica tomada en forma habitual

del pliegue interno del brazo.

Puede haber efectos secundarios por la aplicacion de las gotas oftalmicas, lo cual
consiste en vision borrosa que se revierte en un plazo maximo de 4 a 6 horas, aunque
se ha reportado en algunos pacientes de hasta 24 horas. Puede haber alteraciones del
comportamiento. En algunos casos puede presentarse aumento de la presion
intraocular, taquicardia, dolor de cabeza, comezén, alergia. Pueden existir otras
reacciones que nosotros desconozcamos. En caso de que usted desarrolle algin efecto
adverso secundario o requiera otro tipo de atencion, favor de acudir al Instituto de

Oftalmologia al &rea de urgencias.
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En cuanto a la toma de muestra de saliva, solo percibira la sensacién del “raspado”
mediante un algodon del hisopo la cual desaparecera en unos segundos.
Si se toma muestra de sangre periférica, se ocasionard molestia minima por la puncion,

la cual desaparece en algunos minutos.

Beneficios que puede obtener del estudio

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha observado que se
han diagnosticado complicaciones de la enfermedad que se han manejado limitando
el dafio renal por ejemplo. Con este estudio conocerd de manera precisa si usted
padece SW y no sélo Diabetes Mellitus tipo 1. Si es el caso, podra conocer cOmo se
hereda esta enfermedad.

Este estudio permitird que en un futuro pueda encontrarse tratamiento para la

enfermedad no disponible actualmente

Aclaraciones:
o Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria
. En el proceso del estudio usted podra solicitar informacion sobre cualquier

pregunta y aclaracion de cualquier duda acerca de los procedimientos riesgos y

beneficios.

. Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,

aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo manifestar o no,

las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad. Sin que esto cree

perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

o Toda lainformacion obtenida en este estudio sera confidencial y los resultados
se entregaran Unicamente a usted. Las muestras tomadas llevaran un namero
codificado en lugar de su nombre y s6lo seran utilizadas para el objetivo de la

investigacion. Su nombre se conservard en anonimato.
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. El investigador tendra la obligacién de proporcionarle informacion actualizada
sobre los avances del estudio.

. En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacion, siempre que estos efectos sean consecuencia de
su participacion en el estudio.

. No recibira pago por su participacién

. No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion a participar en este estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este

documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (firma)

Yo,

he leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas
de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el
estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion enlaetapal _ (si/no) y en la etapa 2

(si/no). Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha
Domicilio
Teléfono
Testigo 1:

Nombre Parentesco Fecha
Domicilio

No. Telefénico:

Testigo 2

Nombre Parentesco Fecha
Domicilio

No. Telefénico:
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Responsiva del Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturalezay los

propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad

correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente

documento.

Nombre del investigador No. Telefonico correo electronico

Responsiva del investigador:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus apartados,
riesgos y beneficios potenciales y la familia consiente en participar por medio de sus

firmas.

(Investigador principal o investigador suplente o investigador externo)

Fecha:
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ASENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REALIZACION DE ESTUDIO GENETICO.

Titulo del estudio: FRECUENCIA DE SINDROME DE WOLFRAM EN UN GRUPO DE
DIABETICOS TIPO 1 Y DETERMINACION DE SU ESPECTRO MUTACIONAL

INFORMACION: El sindrome de Wolfram es una enfermedad genética rara, en la cual
se padece de diabetes mellitus tipo 1y dificultades visuales a temprana edad, ademas
de otras alteraciones como problemas urinarios, sordera, problemas de la marcha y

de la conducta.

Ya que has sido diagnosticado con DIABETES MELLITUS TIPO 1, se solicita tu
participacion en este proyecto de investigacion cuyo objetivo principal es establecer
la frecuencia de sindrome de Wolfram en un grupo de sujetos con Diabetes Mellitus
tipo 1y determinar la causa genética de tu enfermedad. Los genes son estructuras que
se encuentran en todo ser vivo y que determinan sus caracteristicas fisicas, existen

enfermedades determinadas genéticamente, como el sindrome de Wolfram.

En este estudio participa el Departamento de Endocrinologia del Hospital

y la Unidad de Investigacién del Instituto de

Oftalmologia Fundacion “Conde de Valenciana” Institucion de Asistencia Privada
(LAP). Ha sido aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital

y por los comités correspondientes asi como de

Bioseguridad del Instituto de Oftalmologia Fundacion “Conde de Valenciana”, I1AP.
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Es posible que de tu participacion en este estudio, no obtengas un beneficio directo.
Sin embargo, sabrias si padeces de una enfermedad con otras alteraciones adicionales
a la diabetes mellitus tipo 1, de manera que se estableceria un tratamiento por otras
especialidades adicionales al que se ofrece actualmente y contribuiras igualmente a
un mejor conocimiento de los médicos que podran mejorar el manejo de esta

enfermedad.

Tu participacion es totalmente voluntaria y si decides no participar, recibiras
igualmente que hasta ahorita, todos los cuidados médicos que precises y la relacién

con el equipo médico que te atiende no se vera afectada.
Si decides participar, el estudio tendra dos etapas.
Etapa 1:

En la primera, realizaremos un ARBOL GENEALOGICO, para recabar informacion de la
salud de tus familiares que pudiera estar relacionada con tu padecimiento y esta
informacién sera confidencial y no se revelarén datos personales. También se realizara
una revision oftalmolégica (en caso de no haberse realizado en los ultimos 6 meses)

dirigida para encontrar o descartar cierta alteracion del fondo de ojo.
Se te solicita tu consentimiento para que se realice esta valoracion.

En su caso, tendran que aplicarse unas gotas oftalmicas para dilatar tu pupila, lo cual
puede arder un poco. De esta forma el oftalmélogo podra realizar la exploracion del
fondo de 0jo. A continuacion tendras visién borrosa por un lapso hasta de 4 horas y

posteriormente volvera tu vision habitual. En caso contrario deberas acudir al

servicio de urgencias del Hospital

paciente de la clinica de diabetes del , declaro bajo
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mi responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el estudio y acepto

participar en este estudio genético.

Se me ha entregado una copia de este asentimiento informado, fechado y firmado. Se
me han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles
beneficios y riesgos que puedo esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para

realizar preguntas y todas las preguntas fueron respondidas a mi entera satisfaccion.

Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificaran mis datos con un

numero codificado.

Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier momento por cualquier
motivo, sin tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre nuestro
tratamiento médico. Tras ello se procedera a la destruccion de nuestra informacion.
Entiendo que el objetivo del estudio genealdgico y oftalmoldgico es confirmar o
descartar el diagnéstico clinico de SINDROME DE WOLFRAM para el manejo adecuado
de mi salud, por lo que dicha informacién se me comunicara cuando sea terminado el

estudio.

Acepto No acepto que se realicen los estudios genéticos referentes al

punto .

Consiento y otorgo mi asentimiento en participar voluntariamente en el(los)

apartado(s) marcado(s) de este estudio genético.
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Responsiva del investigador:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus apartados,

riesgos y beneficios potenciales y la familia consiente en participar por medio de sus

firmas.

(Investigador principal o investigador suplente

0 investigador externo)

Fecha:

Nombre y firma del padre

Nombre y firma del hijo (1)

Nombre y firma del testigo 1

Direccion:

Teléfono

Nombre firma de la madre

Nombre firma del hijo (2)

Nombre y firma de testigo 2

Direccion:

Teléfono
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Segunda etapa:

Si presentas anomalias pasaras a la segunda etapa. En esta etapa, se te extraera una
muestra de mucosa oral, mediante un “tallado” de la parte interna de la boca con un
cepillito, preparado para ello, el cual no creard ni dejara ninguna molestia y sera

utilizada para obtener tu ADN.

EI ADN es un elemento que esta presente en todas tus células porque lo has recibido
de tus padres y lleva un cédigo en forma de “genes” que determina tus caracteristicas
fisicas personales como el color de ojos, de piel, etc. Las diferencias dentro de un gen

gue se manifiestan como enfermedad se conocen como “mutaciones”.

Se te solicita tu consentimiento para que con la muestra de saliva, se hagan los

procedimientos especificados en los siguientes puntos:

1. Que en el ADN de tu muestra se estudie el gen WFS1 relacionado con el

probable sindrome de Wolfram que ha sido sospechado clinicamente

Esta muestra sera utilizada Unica y exclusivamente para este diagndstico. Tu muestra
serd almacenada con un numero codificado en la unidad de Investigacion del Instituto
de Oftalmologia Fundacion “Conde de Valenciana”, IAP y (nicamente los
investigadores directamente involucrados conoceran su identidad. Existe el

compromiso de destruir la muestra, una vez determinado su diagnéstico.
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Si estés de acuerdo, deberas otorgar tu asentimiento informado por escrito, indicando
qué parte del estudio genético aceptas y firmando este documento, antes de la

obtencién del ADN.

ASENTIMIENTO INFORMADO. Firma

2o T

paciente de la clinica de diabetes del Hospital , declaro

bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el estudio y acepto

participar en este estudio genético.

Se me ha entregado una copia de este ASENTIMIENTO informado, fechado y firmado.
Se me han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles
beneficios y riesgos que puedo esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para
realizar preguntas y todas las preguntas fueron respondidas a mi entera satisfaccion.
Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificaran las muestras de

saliva'y de ADN con un nimero codificado.

Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier momento por cualquier
motivo, sin tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre mi
tratamiento médico. Tras ello se procedera a la destruccion de la muestra codificada.
Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacién de la muestra, no se

podra relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.
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Entiendo que el objetivo del estudio genético es confirmar el diagndstico clinico de
SINDROME DE WOLFRAM para el manejo adecuado de mi padecimiento, por lo que

dicha informacién se me comunicara cuando sea terminado el estudio.

Acepto No acepto gue se realicen los estudios genéticos referentes al

punto .

Consiento en participar voluntariamente en el(los) apartado(s) marcado(s) de este

estudio genético.

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre

Nombre y firma del hijo (1) Nombre firma del hijo (2)

Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion:

Responsiva del investigador:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus apartados,
riesgos y beneficios potenciales y la familia consiente en participar por medio de sus

firmas.

(Investigador principal o investigador suplente o investigador externo)

Fecha:
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