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Aa: aminoacido

ADN: acido desoxirribonucleico

AO: atrofia 6ptica

ARN: acido ribonucleico

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

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

DI: diabetes insipida

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

ERAD: degradacion asociado al reticulo endoplasmico

ERG: electrorretinografia

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

HN: hipoacusia neurosensorial

IP3R: receptor inositol 1,4,5-trifosfato

IS: intento suicida

M: sentido errbneo/missence

MAM: membranas asociadas a mitocondria
NEU: neurologicas

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

PM: personalidad multiple

PS: psiquiatricas

RDNP: retinopatia diabética no proliferativa
RE: reticulo endoplasmico



RMI: resonancia magnética

S: corte y empalme/Splicing

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

SW: sindrome de Wolfram

SX: sindrome

TAG: trastorno de ansiedad generalizada
TDM: trastorno depresivo mayor

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

VNEU: vejiga neurogénica

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



-©°1.2 Antecedentes Historicos

o
o
o

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

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

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




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

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

1.4.1 Gen WFS1

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

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

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

Regién Fuente Confianza

Membrana reticulo endoplasmico 5/5 UniProtKB

Componentes integrales de membrana del

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

vesicula sinaptica




\_

Confidence

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

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

Expression level in TPM

391

> &
F & & &
& & S &
- [y <& o = o
& (\o\_\ g “ K C‘ \{\0 -313' @5
i - o ] L 5 2 %) . ] LY A el
?., w A3 '\ "\ tq. . A
z"‘"' 3\0 & & ‘5\'3 Q\x\ N2 (_‘»

IIIIIII EEEE I

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

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

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

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

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

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

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




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

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

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

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




1.4.3 Vias moleculares de la wolframina

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

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

Regulaciéon de homeostasis celular de calcio

Respuesta a proteinas no plegadas

BN

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

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

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



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

1.4.4 Respuesta a proteinas mal plegadas

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

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

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

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

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

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

1.4.5 Respuesta a proteinas mal plegadas terminal

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

1.4.6 WFS1 en la via de respuesta
a proteinas mal plegadas

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



WFS1 se ha visto asociado a la regulacion de iones de calcio, esto influye de manera
directa en las reservas de este ion en el RE. Modelos knock-out de células beta y
neuronas han mostrado niveles reducidos de calcio en el RE, e incremento en region
citosdlica de este ion, lo cual puede conllevar a la activacion de la familia de proteasas
calpainas y culminar en muerte celular (Takei et al, 2006). Por tanto, alteraciones en la
funcioén o estructura de la proteina conllevan a fallo en la respuesta al estrés del reticulo
endoplasmico, alteracion en progresion del ciclo celular y desregulacién en homeostasis
del calcio.
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Fig.7. Via de respuesta al estrés del reticulo endoplasmico. Principales
moléculas implicados en respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Pallota et al.
(2019).

1.4.7 WFS1 y la homeostasis del calcio

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

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

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

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



1.4.9 Estudios experimentales con WFS1

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

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

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

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

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

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

1.5.1 Diabetes mellitus:

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

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

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

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

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



1.5.2 Atrofia optica:

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

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

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

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

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

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



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

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

En la retinosis pigmentaria, hay datos discordantes, Barret (1995) no encontraron
cambios pigmentarios en retina, sin embargo, a seis pacientes se les realizd
electrorretinografia (ERG), y tres de ellos presentaron reduccion en la amplitud sin un
cambio significativo en la latencia. En la cohorte evaluada por Al-Till (2002) nueve
pacientes presentaron cambios pigmentarios, sin embargo, la angiografia con
fluoresceina retiniana fue normal, no se realizd6 ERG en estos pacientes. Los datos
reportados por otros autores en la ERG son disminucién en la curva de adaptacién a la
oscuridad, caracterizada por una reduccion tanto en adaptacion de conos como de
bastones. Se propone que la fisiopatologia subyacente a las alteraciones en ERG es la
degeneracion trans-sinaptica por dano en la capa interna nuclear, esto puedo ser
paralelo al proceso neurodegenerativo descrito en los pacientes, por tanto, las
alteraciones en la ERG podrian ser una manifestacion oftalmolégica relativamente tardia
en el sindrome Wolfram.
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Se ha propuesto que la atrofia Optica asociada a variantes en la wolframina, tiene una
correlacioén directa con alteracion mitocondrial, ya que alteraciones en esta proteina tiene
un impacto en intercambio de calcio intracelular y el proceso de fosforilacion oxidativa
mitocondrial, conllevando a estrés en reticulo endoplasmico y apoptosis (Scaramuzzi,
2018).

1.5.3 Hipoacusia neurosensorial:

Presente en el 62% de los casos, ocurre en una media de edad de 16 afios (5-39 anos),
en la cohorte reportada por Barret et al (1995), estos pacientes presentaban una
hipoacusia bilateral de alta frecuencia, diez pacientes requirieron de auxiliares auditivos.

Si bien, se considera que la hipoacusia es una manifestaciéon que suele aparecer en la
segunda o tercera década de la vida, actualmente se describe que la hipoacusia pudiera
ser una manifestacion infradiagnosticada dada que no es facilmente referida por el
paciente o sus padres, y requiere de medidas audiometricas estandarizadas. En una
revision bibliografica de 392 pacientes de 49 referencias distintas, indican que 6.35% de
los pacientes con sindrome de Wolfram debutaron con hipoacusia (Karzon, 2018).
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Fig. 11. Audiogramas de pacientes alemanes (A), y pacientes adicionales (B). Platinga et al.
(2008).



Plantinga et al (2008) recabaron datos audiolégicos de nueve pacientes de origen
aleman que incluia medidas de conduccién aérea, conduccion ésea, reconocimiento de
voz; describieron una hipoacusia neurosensorial de moderada a alta frecuencia con
reconocimiento de voz preservado. Ademas, realizaron una descripcidon detallada de los
hallazgos en la audiometria de 23 pacientes con diagndstico molecular de sindrome de
Wolfram, concluyeron que no existe una progresion sustancial de la hipoacusia a lo largo
de la vida, no existe diferencia de gravedad dependiente del sexo. El audiograma de
manera general en estos pacientes se describié con un umbral de aproximadamente 25
dB a 0.25 a 1 kHz, suavemente inclinado hacia abajo, aproximadamente 60 dB a 8 kHz.

Karzon et al (2018) describieron una cohorte de 40 pacientes con sindrome de Wolfram,
17 varones y 18 mujeres, entre 5.1 y 25.8 afios. Cinco sujetos fueron excluidos de las
pruebas ya que presentaban un implante coclear. Al resto se les realizd una valoracion
audioldgica, mediante prueba de tonos puros, timpanometria, umbral de recepcion verbal
y discriminaciéon del lenguaje. La prevalencia de hipoacusia neurosensorial fue de 75%,
con una edad promedio de inicio de 8.3 afos; con respecto a la prevalencia por sexo fue
de 67% en hombres y 82% en mujeres. Tomando en cuenta los resultados de las
pruebas de audicion se clasifico a los pacientes en audicién normal (10 pacientes),
moderada-grave (24 pacientes), profunda (6 pacientes). El promedio de alta frecuencia
(HFA) y el indice de inteligibilidad de lenguaje (Sll) sin ayuda empeoraron con el tiempo,
este efecto fue mas evidente en los pacientes jovenes. Los cambios cuantitativos
anuales fueron pequefos, con un cambio a lo largo de un afio estimado en rango
subclinico (menos de 5 dB). Algo destacable de este estudio, es que los 10 participantes
con audicion normal, cuatro de ellos tenian umbrales reducidos en 8kHz, lo cual sugiere
que podrian desarrollar hipoacusia (cumpliendo criterios operacionales) en un futuro. En
esta cohorte, la hipoacusia fue la primera manifestacion de la entidad en el 18% de los
participantes y la segunda manifestacién en 25%.

Actualmente se sabe, que mutaciones en WFS1 en estado heterocigoto son causantes
de la hipoacusia no sindromica autosémica dominante (DFNA6/14/38) (OMIM #600965).
A la fecha, se han descrito alrededor de 40 mutaciones causantes de la entidad. La
audiometria de estos pacientes se caracteriza por una hipoacusia neurosensorial de baja
frecuencia, con o sin progresion. La edad de inicio varia ampliamente, desde formas
prelinguales a la tercera década de la vida; la asociacion con afeccién vestibular es rara.
Ohata et al (1998) reportaron a 19 pacientes con mutaciones en WFS1 en estado
heterocigoto, en una cohorte de 2549 pacientes japoneses con hipoacusia
neurosensorial no sindrémica. Se describieron trece mutaciones, todas eran de sentido
erroneo y localizadas en el exdn 8.
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Una vez identificados los casos, se expandié el estudio molecular a familiares de primer
grado afectados por hipoacusia, obteniéndose un total de 30 pacientes. La edad de
presentacion vario desde los 0 a 30 afios, con una gravedad de moderada a profunda, la
progresion de la hipoacusia y tinnitus se reporté en 15 (55.5%) de 27 individuos, y en 12
(42.9%) de 28 individuos, respectivamente; mientras que el vértigo y mareo estuvo
presente en 7(25.0%) de los 28 pacientes. Los audiogramas de tonos puros mostraron
basicamente hipoacusia neurosensorial, simétrica, bilateral, la configuracion audiométrica
mas frecuente fue de baja frecuencia en 14 individuos, sin embargo, algunos individuos
presentaron audiogramas planos, de moderada (forma de U) o alta frecuencia. Por lo
tanto, aunque la configuracion tipica de este tipo de hipoacusia es la audiometria de baja
frecuencia, algunos individuos mostraran otros tipos de configuracion. En cuanto a los
sintomas vestibulares, no son caracteristicos de este tipo de hipoacusia, los siete
pacientes que refirieron vértigo o mareo, no fueron sometidos a pruebas vestibulares que
confirmen afeccion a dicho nivel.

1.5.4 Diabetes insipida:

Estudio de Barret (1995), reporté una prevalencia de 73%, con una media de edad de
aparicion de 14 anos (3 meses - 40 afios). Se considera que del 51 al 87% de los
pacientes presentara diabetes insipida central con buena respuesta a desmopresina oral
o intranasal (Rigoli, 2012). En 1989, Thompson y colaboradores, realizaron estudio en
siete pacientes con sindrome de Wolfram, con el fin de dilucidar el origen de la diabetes
insipida presentada por estos pacientes; estudiaron la secrecion de vasopresina
mediante 3 estimulos dinamicos, uno osmatico, otro hipoglicémico y uno baroregulador.
El estimulo osmético realizado con infusion salina hiperténica demostré diabetes insipida
de origen hipotalamico, completa en tres pacientes y parcial en cuatro; la administracion
nasal de desmopresina excluyo una etiologia nefrogénica en los siete pacientes. La
ausencia de respuesta de secrecion de vasopresina ante estimulos no osmoticos en
estos pacientes, sugiri6 una ausencia global de vasopresina secretada por las neuronas,
en lugar de una alteracion en osmorreceptores. Con ello se concluyé que los pacientes
con sindrome de Wolfram presentaban una diabetes insipida de origen central y no
nefrogénico. Posteriormente Gabreels et al (1998) demostraron que los pacientes con
sindrome de Wolfram con diabetes insipida presentaban diminucién en los niveles de
expresion de la vasopresina, tanto en nucleos supradpticos como paraventriculares;
ademas, demostraron que los precursores de esta hormona también se encontraban en
menor concentracion.



1.5.5 Manifestaciones psiquiatricas:

En 1990, Swift y colaboradores reportaron una cohorte de 68 pacientes con sindrome de
Wolfram, los cuales cumplian los criterios minimos para la entidad (diabetes mellitus a
edad temprana y atrofia Optica bilateral), fueron 35 hombres y 33 mujeres; se les realizd
un cuestionario de salud, donde debian especificar el numero de hospitalizaciones, de
estas cuantas habia sido en una institucion psiquiatrica, si recibian un tratamiento
psiquiatrico y si hubo intentos de suicidio. En sus resultados destacé que 41 de ellos
(60%) habian presentado episodios de depresidn, psicosis, agresividad o sindrome
cerebral organico. Se constatd que 12 pacientes habian tenido admisiones en hospitales
psiquiatricos, 5 de ellos en multiples ocasiones, 11 habian tenido al menos un intento de
suicidio. El 25% de la cohorte habian tenido intento de suicidio o requerido de admisién en
un hospital psiquiatrico. En este primer estudio sobre las manifestaciones psiquiatricas en
lo pacientes con sindrome de Wolfram, se hipotetizé que estas se relacionaban a la
entidad per se, y no como una reaccidon afectiva a una entidad cronica; ya que las
manifestaciones psiquiatricas no se correlacionaron con la exacerbaciéon de otros
sintomas; ademas de ser manifestaciones complejas como depresion profunda y eventos
psicéticos. A pesar de que la base molecular de la entidad aun no habia sido descubierta,
se proponia que al tener un modo de herencia autosémico recesivo, eran los homocigotos
quienes presentaban mayor riesgo para las manifestaciones psiquiatricas.

Posteriormente, en 1998 Swift y Polymeropoulos, describieron la predisposicion a
enfermedades psiquiatricas en familiares de pacientes con sindrome de Wolfram; sus
resultados mostraron que la proporcion de hospitalizaciones psiquiatricas en pacientes
portadores fue 10 de 11 casos, mas alla de la esperada (3.1/11), conllevando a la
estimacion de que los portadores en estado heterocigoto de variantes en WFST tienen 26
veces mas, la probabilidad de tener hospitalizaciones psiquiatricas, de aquellos que no lo
sean.

Sequeira y Kim (2002) evaluaron la presencia del polimorfismo H611R del gen WFST,
como factor de riesgo para comportamiento impulsivo y riesgo de suicidio, realizaron un
estudio de casos y controles, siendo 111 sujetos que cometieron suicidio y 129 controles
con diagnostico de ser mentalmente sanos. Se demostré6 una asociacion significativa
entre el polimorfismo H611R en el exdn 8 de WFS1 con riesgo de suicidio.

26




277

ad
L] ]

'I. .-
la® o,

"
» '...

Sin embargo, en 2015, Bischoff y colaboradores, reportaron estudio en el que se incluyé
19 pacientes con sindrome de Wolfram, 25 pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y 25
controles sanos. Se les sometid a pruebas cognitivas, se les realizé cuestionario sobre
sintomas psiquiatricos a los probandos y padres y se les realizd una entrevista
psiquiatrica. Contrario a lo reportado por otros autores, los pacientes con Wolfram incluso
tuvieron mejor desempefio en algunas pruebas cognitivas como memoria selectiva y
tareas especificas, unicamente fueron significativas la prueba de olfato y las alteraciones
durante el suefo, en la que los pacientes con Wolfram se vieron significativamente mas
afectados a edades mas tempranas. En cuando al interrogatorio sobre sintomas
psiquiatricos, fueron los padres quienes se referian preocupados por la enfermad de su
hijo, los pacientes no refirieron sentirse especialmente preocupados. El diagnostico
psiquiatrico mas frecuente fue trastorno de ansiedad generalizada, sin embargo, la
comparacion entre los tres grupos no fue significativa para apoyar que los pacientes con
sindrome de Wolfram tienen mayor probabilidad de desarrollar enfermedades
psiquiatricas, que otros pacientes con enfermedades cronica.

1.5.6. Manifestaciones neurologicas:

De acuerdo a la cohorte de 45 pacientes reportada por Barret et al, el 62% de los
pacientes presentaron manifestaciones neuroldgicas, con una media de inicio de 30 afios
(5-44 anos). Entre estas fueron ataxia quince pacientes, arreflexia de extremidades
inferiores 9, mioclonus 9, nistagmus horizontal 7, apneas centrales 5, disartria 5,
neuropatia autonémica 4, disminucioén en gusto/olfato 4, hemiparesia 4, respuesta plantar
extensora 4, sensibilidad alterada 2. Otra cohorte reportada por Chaussenot et al (2010)
de 59 pacientes, las alteraciones neuroldgicas ocurrieron en 31 (53%), a una media de
edad de 15 afos. Los signos neuroldgicos fueron: alteracion cerebelar en 17 pacientes
(manifestada por ataxia cerebelar, disartria, disfagia y nistagmus), neuropatia periférica en
12 pacientes y alteraciones cognitivas en 10; de estas, seis pacientes presentaban
alteraciones en el aprendizaje o retraso psicomotor, los otros cuatro pacientes
presentaron alteraciones en la memoria o datos de demencia, ocho pacientes presentaron
epilepsia, en siete de estos fue generalizada (de ausencia, mioclonica, ténico-clonica) y
en uno fue parcial. En cuanto a datos de afeccidn piramidal se encontré6 en cinco
pacientes; neuropatia autonémica en cuatro e involucro de pares craneales en dos.



Se realizd resonancia magnética en 24 casos (77%), trece pacientes presentaron
alteraciones en dicho estudio (54%), entre los hallazgos se encontraron: atrofia
cerebelosa, la cual incluso se ha reportado que puede preceder a las manifestaciones
clinicas neuroldgicas; atrofia de la via Optica, hipoplasia hipotalamica e infundibular,
ausencia o hiperintensidades en neurohipdfisis, en cuatro pacientes adultos se
visualizaron hiperintensidades en sustancia blanca y dos pacientes presentaron
leucoencefalopatia difusa, la cual nunca se habia reportado previamente en esta entidad,
dicha manifestacion fue sugestiva de un proceso neurodegenerativo. Posterior a la
descripcion general de las manifestaciones, puesto que la media de edad de las
manifestaciones neurolégicas habia sido 15 afos, estos investigadores realizaron dos
grupos, en menores de quince afos y mayores de esta edad, identificaron dos grandes
diferencias, la primera fue que la alteracién cognitiva era mas frecuente en los pacientes
que habian desarrollado sintomas neuroldgicos en la infancia (antes de los 15 afios); y la
segunda fue que la epilepsia también se presentd con mayor frecuencia en pacientes con
manifestaciones neuroldgicas tempranas. Destacaron dos pacientes, en quien se conjunto
déficit intelectual, epilepsia y malformaciones corticales. Caracteristicas que no habian
sido descritas en la entidad, sugiriendo un posible papel del gen WFS1 durante el
neurodesarrollo. Puesto que todos los pacientes de esta cohorte presentaban también
diagndstico molecular, se tratdé de realizar una correlacion fenotipo-genotipo, asumiendo
que las variantes de tipo sentido erroneo suelen tener un fenotipo menos grave, en
comparaciéon con aquellas de corrimiento del marco de lectura, sin embargo, las
complicaciones neurologicas no se pudieron relacionar con el genotipo. Algo destacable,
fue la localizacion de la mutacion en correlacion con el sitio de la proteina, cuando al
menos una de las mutaciones, alteraba la region hidrofilica carboxilo-terminal, era mas
frecuente que los pacientes presentaran manifestaciones neurolégicas (44.4% vs 26.9%),
asi como la presencia de mutaciones en la region N-terminal, se correlaciond
significativamente con ausencia de complicaciones neurologicas (14.8% vs 38.4%). Se
supuso que la localizacién de las mutaciones puede influenciar la funcion e interaccion de
la proteina.
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complicaciones neuroldgicas no se pudieron relacionar con el genotipo. Algo destacable,
fue la localizacion de la mutacion en correlacion con el sitio de la proteina, cuando al
menos una de las mutaciones, alteraba la regién hidrofilica carboxilo-terminal, era mas
frecuente que los pacientes presentaran manifestaciones neurologicas (44.4% vs 26.9%),
asi como la presencia de mutaciones en la region N-terminal, se correlacion6
significativamente con ausencia de complicaciones neurolégicas (14.8% vs 38.4%). Se
supuso que la localizacién de las mutaciones puede influenciar la funcion e interaccion
de la proteina.

Zatika el al (2008) demostraron que la wolframina interactua con subunidades de Na+/K+
ATPasa, la cual tiene una gran influencia en funciones neuronales, incluyendo
excitabilidad y funciones motoras a través de su domino C-terminal; mientras que el
dominio N-terminal se ha relacionado con unidén a calmodulina, quien juega un rol
importante en la sefalizacion de calcio.

Se ha demostrado que las células mielinizantes son altamente sensibles al estrés del
reticulo endoplasmico, via que se encuentra alterada en los pacientes con sindrome de
Wolfram. Estudios neuropatolégicos en cerebros de pacientes con este sindrome
evidenciaron pérdida de axones mielinizados en la regidn del tronco encefalico,
especialmente a nivel ventral de la protuberancia; y disminucion en la sustancia blanca
en el cerebelo.

Lugar et al (2016) en un estudio de casos y controles, mediante estudios de
neuroimagen, compararon los hallazgos imagenoldgicos de 21 pacientes con sindrome
de Wolfram contra 50 controles, de los hallazgos mas relevantes fueron, que el grupo de
casos presentaron un perimetro cefalico menor (p=0.019), un menor volumen cortical en
sustancia blanca y en ciertas regiones subcorticales (basilar, tegmentaria y mesencéfalo,
médula, sustancia blanca y gris cerebelar y talamo); por el contrario, la region amigdalina
fue de mayor tamano. Los nucleos caudados, putamen, hipocampo y cuerpo calloso no
mostraron diferencia significativa. De acuerdo a los patrones y mediadas obtenidas en
neuroimagen se sugiri6 que la reduccion de mielinizacion es una caracteristica
neuropatologica primaria durante la progresion de la entidad, y de llegarse a corroborar
esto en modelos animales o células pluripotenciales, el sindrome de Wolfram podria
clasificarse como una patologia del neurodesarrollo caracterizada por alteracion en la
mielinizacion debida a una respuesta anormal al estrés por el reticulo endoplasmico.



Resulta relevante que los oligodendrocitos son altamente sensibles a disrupciones en el
reticulo endoplasmico, dada su alta necesidad de sintesis de mielina, colesterol y
membranas lipidicas, poniéndolos en alto riesgo de apoptosis. Se hipotéticas que la
apoptosis inducida por estrés del reticulo endoplasmico en células mielinizantes como los
oligodendrocitos puede ocurrir tanto en etapas del neurodesarrollo (infancia vy
adolescencia), como en la adultez.

En diversos estudios se ha demostrado diminucion en el tamafo a nivel del puente, tanto
en su region dorsal como ventral; en la regién dorsal se localizan centros reguladores
como el centro respiratorio, la formacién reticular, implicada en regulacion del suefio. Falla
respiratoria y apneas centrales son condiciones descritas en el sindrome de Wolfram.

E

Fig. 12. RMI cerebral de 6 pacientes (A-C) ilustrando los hallazgos tipicos en pacientes
con sindrome de Wolfram. A. imagen de tomodensitometria axial con atrofia severa del
puente, vermis y cerebelo. Paciente con SW de 24 ainos de edad. B. RM coronal en T2 que
muestra atrofia parieto-occipital y cerebelar en un paciente sin sintomas neurolégico. C.
RM sagital en T1, con atrofia de mesencéfalo y médula, adelgazamiento del quiasma
optico e infundibular, ausencia de sefal hiperintensa fisiolégica en neurohipéfisis.
Chaussenot et al (2011).
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Los hallazgos histopatologicos y estudios microscépicos reportan pérdida neuronal y
gliosis en la mayoria de los nucleos de del mesencéfalo. En el cerebelo, existe evidencia
de pérdida neuronal en el nucleo de dentado y reduccién de las células de Purkinje. Por
otro lado, en el hipotadlamo existe gliosis y una grave pérdida de neuronas
magnocelulares en los nucleos supraopticos y paraventriculares. Otros hallazgos menos
frecuentes con dafio axonal moderado en la corteza calcarina, gliosis en las neuronas
motoras de la médula espinal y pérdida de pigmentacion, pérdida de neuronas y gliosis
en la sustancia nigra (Carson et al. 1977).

=#‘“u 2 L™
| jl’* il 2| & NN
I'\,::. | y I i
T 0 ’ . :
Pérdida neuronal en Alteraciones de la materia
nicleos hipotalamicos | I blanca y distrofia axonal

Pérdida de neuronas en el puente Pérdida de las células
y cerebelo ganglionares retineales

Figura. 13. Estructuras cerebrales y tejidos, predominantemente afectados en el Sindrome
de Wolfram. Samara et al. (2019). Modificada.



1.5.7. Alteraciones urologicas:

Las manifestaciones de tracto urinario son comunmente reportadas en esta entidad, entre
ellas, dilatacién de tracto superior, incontinencia urinaria, infecciones recurrentes y vejiga
neurogénica. Alrededor del 90% de los pacientes pueden llegar a presentarlas, a una
media de edad de 20 afios.

La disfuncion vesical puede manifestarse como vejiga aténica de gran volumen o como
vejiga pequefa, de poca capacidad, alta presion y disinergia en los esfinteres (Kumar,
2010).

Aunque la falla renal crénica no es lo comun, existen reportes en la literatura de dicha
complicacion; Yuca y colaboradores (2012), describieron una familia, con tres hermanas
con insuficiencia renal cronica, dos de ellas en tratamiento con hemodialisis desde los 12
anos de edad. En la cohorte de Barret et al (1995), se reportd uno prevalencia del 58%,
con una media de edad de 20 afios (10-44).

1.5.8.Manifestaciones endocrinoldgicas:

Dentro de este rubro, el diagndstico mas frecuente es hipogonadismo, ya se hipo o
hipergonadotrofico; el cual se ha observado, afecta preferentemente al sexo masculino;
de la cohorte de Barret (1995), siete de diez varones presentaron atrofia gonadal
primaria; y varias de las mujeres presentaban irregularidades menstruales y menarca
retrasada, pero con funcidon ovarica conservada, incluso reportaron que nueve
embarazos exitosos.

Se ha propuesto que la deficiencia de wolframina podria afectar el desarrollo de las
células de Sertoli, conllevando a hipo o infertilidad (Haghighi et al. 2012).

También se ha llegado a describir disfuncion de la hipdfisis anterior, asociado a
deficiencia de hormona del crecimiento, lo cual podria explicar la talla baja, presente en
algunos casos.
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1.5.9. Manifestaciones gastrointestinales

En cuanto a los sintomas gastrointestinales, se han descrito dismotilidad gastrointestinal,
incluyendo constipacion y diarrea cronica. Otros hallazgos han sido enfermedad celiaca y
colitis ulcerativa. También ha sido reportado mayor intolerancia al gluten, hasta 20 veces
mas frecuente.

La causa de estos sintomas se ha relacionado con neurodegeneracion de las células de
los plexos mientéricos. Los pacientes que cursan con diarrea cronica, se ha reportado
buena respuesta a anticolinérgicos.

1.5.10. Otras alteraciones

Los problemas respiratorios no son frecuentes, sin embargo, los pacientes pueden llegar
a presentar apneas centrales, con posterior falla respiratoria central, esto, secundario a la
atrofia cerebral y alteraciones del puente, previamente descritas. Entre las causas de
muerte se han descrito comas hipoglicémicos, neumonia, falla renal, estatus epiléptico,
falla respiratoria centra y suicidio.

[}
[0}

ooool.ﬁ. Mortalidad

O
o

Del estudio de Barret et al (1995) se reporté una media de edad de muerte a los 30 anos.
Reportes sugieren una mortalidad del 65% a los 35 afos. Las principales causas de
muerte son hipoglicemia, coma, estatus epiléptico, enfermedad renal terminal y suicidio,
con una media de edad de 30 afos (25-49 anos).



Tabla 2. Principales manifestaciones clinicas y edad promedio de aparicion (Barret et al,
1995).

Principales manifestaciones Edad promedio de aparicion
Diabetes Mellitus 6 anos
Atrofia 6ptica 10.5 ainos
Diabetes insipida 14.5 aios
Hipoacusia neurosensorial 16 ainos
Manifestaciones neurolégicas 15 anos
S
O

<0°1.7 Sindrome de Wolfram en México
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En 2008 (Zenteno et al) se describié en una familia mexicana, las manifestaciones
clinicas y hallazgos moleculares en cuatro hermanos con sindrome de Wolfram. Algo
interesante de esta familia, es que los cuatro descendientes de una pareja no
consanguinea presentaban la entidad. Los afectados resultaron ser heterocigotos
compuestos para dos mutaciones en WFS1, hasta ese momento no reportadas. Una de
ellas, heredada por rama materna, consistia en una delecion de 16pb en el exén 8, que
conlleva a un codon de paro prematura 65 codones rio abajo. La otra, heredada por rama
paterna, una variante de sentido erroneo en la posicién 530G>C, en el codon 5. Ademas
de las caracteristicas clinicas asociadas al sindrome, los cuatro pacientes presentan
alteraciones dentales, las cuales, no habian sido asociadas a esta entidad.

En 2013 (Chacén-Camacho et al.) publicaron un reporte de caso, de una familia con dos
hermanas afectadas. Se describi6 de manera detallada el espectro fenotipico a nivel
oftalmoldgico de las pacientes, ambas presentaban microesferofaquia, hallazgo asociado
con otras entidades genéticas como sindrome de Marfan o Weil-Marchesani, pero no
reportado en sindrome de Wolfram; ademas presentaban glaucoma juvenil, el cual
unicamente se habia reportado previamente en una familia turca.
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El analisis molecular revel6 una mutacion no reportada previamente de 15 pb
(c.1525_1539del) en estado homocigoto, que provocaba una delecién de 5 aminoacidos
(p.V509 _Y513), sin generar un cambio en el marco de lectura.

Blanco-Aguirre et al (2015) obtuvieron de una cohorte de 131 pacientes con diagndstico
de diabetes mellitus tipo 1, seis pacientes (4.58%) cumplian los criterios minimos para
sindrome de Wolfram (diabetes mellitus de inicio temprano y atrofia optica bilateral o
hipoacusia neurosensorial). De estos seis pacientes, cuatro de ellos (66.6%) presentaban
atrofia optica y catarata, dos (33.3%) tenian vejiga neurogénica e hidronefrosis
secundaria, uno de ellos (16.6%) presentd ataxia, y otro, hipoacusia. En cuatro de estos
seis pacientes, se identificd al menos una variante patogénica en WFS1. Las mutaciones
encontradas, se localizaban en los dominios transmembrana y caboxiterminal, y ya
habian sido previamente reportadas en la literatura.

En la Gaceta Médica de México, Rivas-Gomez et al (2016), describieron las
manifestaciones clinicas de cinco pacientes con diagnéstico clinico de sindrome de
Wolfram, todos ellos pacientes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion. La
edad promedio de diagndstico de diabetes mellitus fue de 5.8 +/- 8.37, la edad promedio
de la atrofia optica fue de 12.2 +/- 6.37 anos, De los cinco pacientes, cuatro presentaban
manifestaciones psiquiatricas y neurodegenerativas, tres tenian alteraciones auditivas, y
todos presentaron alteraciones uroldgicas.



.0°1.8. Sindrome de Wolfram like
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En 2006, Eiberg et al describieron por primera vez la asociacién de atrofia Optica e
hipoacusia en cuatro individuos de una familia danesa, los cuatro pacientes presentaban
hipoacusia, predominantemente a bajas frecuencias; ademas, dos de ellos mostraron
cifras glicémicas compatibles con intolerancia a la glucosa. En primera instancia se
descart6 que fueran portadores de variantes patogénicas en los principales genes
asociados con atrofia 6ptica (OPA1, OPA3, OPA4, OPAS, GJB2 y GJBG6). Por analisis de
haplotipos y posteriormente secuenciacion, se describi6 una mutacién en estado
heterocigoto en WFS1, la variante correspondia a un cambio de G>A en la posicidon
2590, lo que conllevaba a un cambio en la secuencia de aminoacidos E864K. La
mutacion conferia un cambio en la regién C-terminal, al sustituir acido glutamico, un
aminoacido sin carga, por una lisina, con carga positiva. Dicha region esta altamente
conservada entre especies, por lo que el cambio sugirié patogenicidad.

Posteriormente, en 2008, Valéro et al., describieron una segunda familia con en la que
dos miembros presentaban diabetes mellitus tipo 2 e hipoacusia, ambos resultaron
portadores en estado heterocigoto de la misma variante descrita por Eiberg (2006). En
este estudio, se descarté que la variante estuviera presente en 100 controles sanos.

A raiz de estos dos reportes, se hipotetizé que ciertas variantes en estado heterocigoto,
especialmente aquellas localizadas en la region C-terminal, conferian cambios en la
estructura proteica, conllevando a desregulacién en la funcién; predisponiendo asi a los
pacientes a presentar caracteristicas del espectro de sindrome de Wolfram, como la
atrofia optica, hipoacusia y diabetes mellitus, aunque a edades mas avanzadas; ademas
de descartarse las otras manifestaciones del sindrome como alteraciones neurolégicas,
psiquiatricas y diabetes insipida.
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Existen diversos diagnosticos que pueden sobrelapar la clinica del sindrome e Wolfram;
entre las entidades que presentan diabetes mellitus y alteraciones neurodegenerativas, se
encuentran:

1. Sindrome de Alsmtrom: el cual se caracteriza por distrofia de conos-bastones,
hipoacusia neurosensorial progresiva, cardiomiopatia, y resistencia a la insulina. Dentro
de las manifestaciones endocrinoldgicas, destaca hipogonadismo hipogonadotréfico,
ovario poliquistico e hipotiroidismo. Casado por mutaciones en el gen ALMS1, con forma
de herencia autosdmica recesiva.

2. Sindrome de Bardet-Biedl: caracterizado por distrofia de conos-bastones, obesidad
truncal, polidactilia posaxial, déficit intelectual, malformaciones genitourinarias e
hipogonadismo hipogonadotrdfico.

3. Ataxia de Friedreich: ataxia lentamente progresiva, de inicio antes de los 25 afos,
generalmente se asocia disartria, debilidad muscular, espasticidad, escoliosis, vejiga
neurogénica, Dos tercios de los pacientes presentaran cardiomiopatia, un 25% diabetes
mellitus. Asociado a expansion de repetidos en el intréon 1 del gen FXN.

4. Sindrome de anemia megaloblastica respondedora a tiamina: se caracteriza por
anemia megaloblastica, hipoacusia, diabetes mellitus. Esta enfermedad tiene Ila
particularidad de responder a tiamina (vitamina B1). Causada por mutaciones en el gen
SLC19A2, con forma de herencia autosdmica recesiva.

5. Sindrome de Kearns-Sayre: es causado por deleciones en DNA mitocondrial,
clinicamente se caracteriza por oftalmoplejia externa progresiva, retinitis pigmentaria,
debilidad muscular, hipoacusia, diabetes mellitus, bloqueos de conduccion cardiaca y
proteinorraquia. Con forma de herencia mitocondrial.



Las entidades que presentan atrofia Optica e hipoacusia como manifestaciones
principales, se encuentran:

1. Atrofia dptica tipo 1: se caracteriza principalmente por atrofia éptica progresiva, que
inicia entre los 4 y 6 afos de edad, con las complicaciones oftalmolégicas que esto
implica. Puede acompafnarse de hipoacusia neurosensorial, que va de rangos desde
profunda de manera congénita, hasta subclinica. Causada por mutaciones en gen OPAT1,
con modo de herencia autosémica dominante.

2. Sindrome de hipoacusia, distonia y neuropatia éptica: hipoacusia neurosensorial pre o
poslingual, atrofia dptica alrededor de la segunda década de la vida; y demencia. Entidad
causada por mutaciones s en el gen TIMM8A, con modo de herencia ligado a X.
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Ooool.l(). Correlacion fenotipo-genotipo
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A raiz del descubrimiento de las bases moleculares de la entidad, se ha intentado
determinar la historia natural de las distintas manifestaciones clinicas que caracterizan la
entidad; sin embargo, la complejidad molecular, el amplio espectro de las manifestaciones
y el numero pequeio de pacientes en las cohortes reportadas, han complicado el
establecimiento de una posible correlacion fenotipo-genotipo.

Distintas mutaciones en WFS1, se han asociado con fenotipos mas leves o graves del
sindrome; sin embargo, al comparar las distintas cohortes, las contradicciones comienzan
a evidenciarse; Cano y colaboradores (2007) realizaron una correlacién fenotipo-genotipo
en una cohorte francesa de 31 pacientes, en el analisis se incluyeron a los homocigoto o
heterocigotos compuestos, se excluyeron a 4 pacientes heterocigotos. A los 27 pacientes
se les clasifico en dos grupos por genotipo: genotipo 1, fueron 19 pacientes, no
presentaban mutaciones sin sentido, y genotipo 2, 9 pacientes, al menos una mutacion sin
sentido. Reportaron que los pacientes con genotipo 1 presentaban a edades mas
tempranas diabetes mellitus y atrofia O6ptica, con una media de 5 y 8 arfos
respectivamente en comparacién con pacientes del genotipo 2, quienes presentaban
estas manifestaciones a una edad media de 10.5 y 16 afos, este hallazgo resulta
estadisticamente significativo. Ademas, con el fin de incrementar el potencial del analisis
estadistico, prosiguieron a realizar un metaanalisis donde incluyeron la informacién
fenotipica y genotipica de cinco cohortes, obteniendo un total de 96 casos, los cuales
dividieron en tres grupos genotipicos, A: 58 pacientes sin mutacion sin sentido, B: 27
pacientes con una mutacion sin sentido, C: 11 pacientes con dos mutaciones sin sentido.
La edad de presentacion de la diabetes mellitus fue antes en el grupo A (media de edad
de 5 afos), que en el grupo B y C (media de 9 y 12 afios respectivamente); la atrofia
Optica también aparecié antes en el grupo A (media de 10 afios) en comparacion con los
otros dos (media 11 y 14 afios). La hipoacusia y diabetes insipida no difirieron en edad de
presentacion entre los grupos.

Chaussenot y colaboradores (2010) no encontraron una asociacion entre el genotipo de
los pacientes y las manifestaciones neurolégicas, cuyos hallazgos en estudios de
resonancia se describieron previamente. Por otra parte, Royahem y colaboradores (2011)
analizaron una cohorte de 50 pacientes con diagndstico clinico de sindrome de Wolfram,
de estos, en 34 pacientes se corrobor6é una mutaciéon en WFST.



Se dividid a estos 34 pacientes en 3 grupos, de acuerdo a la pérdida de funcion proteica
en: grupo 1: individuos con mutaciones con prediccion de pérdida de funcion total,
incluyendo mutaciones sin sentido o corrimiento de marco de lectura en la porcion N-
terminal; grupo 2: individuos con mutaciones con prediccion de perdida parcial de la
funcién, incluyendo mutaciones sin sentido o corrimiento del marco de lectura en la
region C-terminal; grupo 3: individuos portadores de mutaciones puntuales con pérdida
minima de la funcidon proteica, incluyendo mutaciones de sentido erréneo. La
comparacion entre estos tres grupos arrojo significancia estadistica en la edad de inicio
de la diabetes mellitus, ya fue a menor edad, en aquellos pacientes portadores de
mutaciones que se predecia provocaban una pérdida total de la funcion proteica,
conclusién ya propuesta por Cano et al.

En 2013, De Heredia y colaboradores, hacen una recopilacion de las distintas cohortes
de pacientes con sindrome de Wolfram, analizando y comparando las mutaciones y
fenotipos de 412 pacientes; con el fin de actualizar la informacion de la historia natural de
la enfermedad y correlacionar las manifestaciones clinicas con las mutaciones en WFS1,
tomando en cuenta una nueva clasificacién genotipica que consideraba el efecto
mutacional sobre la expresidon proteica y estimar por primera vez, el rango de progresion
del sindrome. Se obtuvo la informacion de 412 pacientes de 49 referencias, se
excluyeron pacientes de quienes no se conté con la informacion esencial, quedando un
total de 392 pacientes. Se procedio a realizar una clasificacion mutacional, basandose en
el efecto predictivo de la proteina: tipo |: deplecion completa de la wolframina, tipo II:
degradacion completa de la proteina, tipo lll: proteina con expresion reducida o mas
pequefa. A la par se realizé una clasificacion genotipica: A: sin produccion de wolframina
(A1: degradacion de mRNA, A2 degradaciéon de mRNA y proteina, A3 degradacién
proteica), B: expresion reducida de una proteina ineficiente y C: expresion normal de una
proteina deficiente. En sus resultados, reportaron la frecuencia y edad de inicio de las
manifestaciones de los 392 pacientes, siendo de la siguiente manera: 98.2% tenian
diabetes mellitus (DM), 82.14% atrofia 6ptica (AO), 48.21% hipoacusia neurosensorial
(HN), 37.76%, diabetes insipida (DI) 19.39%, manifestaciones urolégicas (AU) 17.09%,
alteraciones neuropsiquiatricas (AN) 7.40%. La DM fue diagnosticada en la primera
década de la vida, la AO a inicios de la segunda, DI e HN durante la segunda década, AU
y AN durante la tercera. Estos porcentajes fueron similares a los previamente reportados.
La edad media de muerte fue 27 +/- 11.4 anos, con dos picos de mayor frecuencia, a los
24 y 45 afos. De los 392 pacientes, unicamente 110 (28.06%) presentaban el fenotipo
clasico de DIDMOAD. Una posibilidad, es que las manifestaciones son dependientes de
edad, y algunos de estos eran muy jovenes cuando fue reportado su caso.
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Posteriormente, procedieron a analizar la distribucion genotipica, 337 de los 412
pacientes presentaban al menos una mutacion en WFS1, los 75 pacientes restantes, o no
tuvieron acceso al estudio molecular, no se evidencid una mutacion o los datos no
estuvieron disponibles. Treinta y cuatro pacientes presentaron mutacidon en estado
heterocigoto, de estas, cuatro han sido reportadas en el sindrome de Wolfram-like. Las
178 mutaciones descritas, estan distribuidas a lo largo de la proteina, se concentraron en
dominios transmembrana, una region importante para degradacion (degradon), sitios de
glicosilacion, en el dominio N-terminal (94-237 aa) y en los ultimos 100 aminoacidos. No
se identificd ninguna mutacion fundadora, y solamente 6 de ellas estan presentes en >5%
de los casos (c.2649delC 7.42%, c.1230_1233del 6.82%, c¢.409_424dup 6.53%,
c.2119G>A 6.23%, ¢.1362_1377del 5.64%, c¢.1243_1245del 5.34%). La alta
heterogeneidad en las mutaciones conlleva a dificultades para el establecimiento de una
correlaciéon fenotipo-genotipo; se procedié a clasificar estas mutaciones, de acuerdo a la
clasificacion previamente comentada, 5.62% fueron tipo |, 55.61 tipo I, 38.20% tipo Ill. En
cuanto a la clasificacién genotipica 51.9% de los pacientes fueron clase A, 19% clase B y
29.1 clase C. En cuanto sus resultados en correlacién fenotipo-genotipo, describieron que
los pacientes con clasificacion genotipica C presentaban a edades mas tempranas la
mayoria de las manifestaciones clinicas, los de clase A1 presentaban DM a edades mas
tempranas, los pacientes con clase A2 desarrollaban DI y AO antes; esto concordo con los
dos picos de incidencia observados durante el analisis de las manifestaciones clinicas.
Ademas, observaron que los picos reportados en mortalidad, el primero (25 afos)
correspondia con pacientes en clasificacién C y el segundo (45 anos) a la clasificacién B y
C.

Es importante destacar que, en las distintas cohortes reportadas, no existen regiones con
mayor suceptibilidad a mutacién, y pocas mutaciones se observan en mas de una familia,
considerandose mutaciones privadas. Hasta el momento se han descrito alrededor de 230
mutaciones distintas, A continuacion, se anexa liga de base de mutaciones para sindrome
de Wolfram.

https://lovd.eurowabb.org//home.php?select_ db=WFS1.



0°1.11. WFSI asociado a otros diagnosticos
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Si bien, el enfoque de este trabajo, es la descripcion clinica y genotipica de pacientes
con sindrome de Wolfram, es importante conocer, que conforme avanza la tecnologia de
técnicas moleculares, y cada vez mas pacientes son sometidos a pruebas de este tipo,
se ha asociado que variantes patogénicas en estado heterocigoto en WFST1 se
relacionan con diabetes mellitus 2, tanto riesgo incrementado, como reporte de una
familia con herencia autosémica dominante (Bonnycastle et al. 2013), hipoacusia
neurosensorial 6/14/38, sindrome de Wolfram like y catarata 41. En la siguiente tabla, se
muestra la informacion comentada.

Tabla 3. Otros fenotipos asociados a WFS1.

LOCUS FENOTIPO NO. OMIM HERENCIA

116400 AD
Catarata 41

Hipoacusia
autosomica 125853 AD

dominante
6/14/38

WFS1

4p16.1 Sindrome de 222300 AD

Wolfram-like

Asociacion con
diabetes mellitus
125853 AD
no insulino-

dependiente
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4.3

..°.2. Planteamiento del problema y justificacion

El sindrome de Wolfram pertenece al grupo de enfermedades huérfanas, caracterizada
por la triada clasica de diabetes de inicio temprano, atrofia optica bilateral e hipoacusia
neurosensorial de alta frecuencia. Su prevalencia fue estimada por Barret et al (1995) en
Reino Unido, y fue de 1 en 770 000 individuos; sin embargo, se desconoce su prevalencia
en América Latina. Es importante que médicos en distintos niveles de atencion estén
sensibilizados ante esta entidad, ya que podria estar infradiagnosticada en la poblacion de
pacientes con diabetes mellitus tipo 1. Por otro lado, a pesar de que esta entidad segrega
de forma autosdémica recesiva, la deteccion de portadores es relevante, ya que ciertas
variantes de sentido erroneo en estado heterocigoto, se asocian con sindrome de
Wolfram like, hipoacusia neurosensorial de baja frecuencia, riesgo incrementado para
diabetes mellitus tipo 2 y trastorno depresivo mayor. Finalmente, aportar mas datos sobre
esta entidad en México, puede ayudar al entendimiento de la historia natural de la
enfermedad y con ello identificar de manera temprana las complicaciones en los
pacientes, resultando en una mejor calidad de vida y prondstico.



..°.3. Objetivos

Objetivo general

Describir las caracteristicas clinicas y espectro genotipico del gen WFS1, en pacientes
que cumplen criterios clinicos para sindrome de Wolfram.

Objetivos especificos:

1. Describir la frecuencia y edad de presentacion de las manifestaciones clinicas, en
los pacientes con diagndstico clinico de sindrome de Wolfram

2. Describir el control y las complicaciones de la diabetes mellitus asociada a
sindrome de Wolfram

3. Describir el tipo y frecuencia de mutaciones puntuales en el gen WFS1

4. Determinar si existe una relacidn entre el tipo de mutacion y la presentacion de las
manifestaciones clinicas
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..'.4. Material y métodos

-04.1. Diseifio del estudio:

[0
o
o

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y retrolectivo.

00004'2' Poblacion de estudio:

(o}
o

Casos de pacientes con diagnéstico clinico o molecular de sindrome de Wolfram,
pertenecientes el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion e Instituto de
Oftalmologia Fundaciéon Conde de Valenciana, en un periodo comprendido entre primero
de enero 1999 a 30 de mayo 2019.

o
o
o

O ~
ooo 4.3. Tamano de la muestra:

(o]
[e]

Se incluyeron 19 pacientes (10 hombres y 9 mujeres), provenientes de 12 familias
mexicanas.



S
o
O [ ] L] [N 4
ooo 4.4. Criterios de seleccion:

o
o

o
(o]
(&)

O [ ] (] (] [N 4
ooo Criterios de inclusion:

(o]
[e]

Individuos que cumplieran con al menos dos de las siguientes caracteristicas:

. Diabetes mellitus de edad temprana de aparicion (<18 anos) con anticuerpos
negativos y en tratamiento con insulina

. Atrofia 6ptica bilateral

. Hipoacusia neurosensorial

. Individuos con diagndstico clinico de sindrome de Wolfram

. Individuos con diagndstico molecular de sindrome de Wolfram

S
O
O (3 Ld o’y
ooo Criterios de exclusion:

(o)
(o]

Individuos con atrofia dptica bilateral de otra etiologia

S
O
o [ ] L o ° o’y
Ooo Criterios de eliminacion:

(o)
(o]

Individuos con expediente clinico incompleto
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ooooEstructura de la base de datos:

o

Se obtuvo de la base de datos del archivo clinico de ambos institutos, la relacion de
pacientes que conjuntaran, al menos dos criterios diagndsticos de diabetes mellitus de
inicio temprano, atrofia dptica bilateral e hipoacusia neurosensorial; de acuerdo con los
codigos del CIE10. En un periodo comprendido entre enero 1999 a mayo 2019. La
informacion se capturé en una base de datos, con las siguientes variables:

[o}
(o]

o .
©-4.5. Variables:

o]
o

Para este estudio se consideraron treinta y nueve variables, clasificadas en cuatro grupos:
tres variables de datos generales, tres de antecedentes familiares, veintiuno de
manifestaciones y doce de biologia molecular.

El grupo de variables de datos generales incluye: sexo, edad y lugar de origen; el de
antecedentes familiares incluye: parientes con sindrome de Wolfram o con alguna de sus
manifestaciones fenotipicas, consanguinidad y numero de casos por familia.

En el grupo de manifestaciones clinicas se incluye: edad de diagndstico del SW, edad de
diagnostico de diabetes mellitus, ultima medicion de glucosa, ultima medicion de
hemoglobina glucosilada; edad de diagnédstico de atrofia dptica, edad de diagndstico de
hipoacusia, audiometria, edad de diagndstico de diabetes insipida, edad de diagndéstico y
tipo de manifestaciones neurolédgicas, psiquiatricas, urolégicas, endocrinolégicas y
gastroenteroldgicas, y otras manifestaciones clinicas no asociados al SW. Se incluyeron
estudios e interpretacion de imagen cerebral y renal.

El grupo de estudios de biologia molecular fueron los resultados de la secuenciacion de
muestras de ADN de los casos, madre y padre (cuando disponibles), que comprendia,
variantes alélicas identificadas, localizacion exodnica, localizacién de los cambios en
dominios proteicos y tipo de mutacién.



S
O r Ld r L3
o0 4.6. Analsis estadistico

o]
O
o

El analisis de variables se realizd mediante software estadistico R; y dado el tamano
pequeno de la muestra, se realizo estadistica descriptiva para el analisis de datos.

o
[e]
O

00004.7 . Procedimiento de laboratorio

(o]

sy técnicas moleculares

4.7.1 Toma de muestra sanguinea:

Se extrajo un volumen de 10 mL de sangre en tubos vacutainer con EDTA. Después de su
obtencién, en un lapso no mayor a 1 hora se procedid6 a separar las células
mononucleares por gradiente con Ficoll (Sigma-Aldrich), se preservaron en solucion de
RNA later (Ambion) y se almacenaron a —70°C hasta su uso.

4.7.2. Extraccion de ADN de leucocitos
de sangre periférica.

Se utilizaron kits comerciales (QIAmp DNA, QIAGEN®), siguiendo las recomendaciones
del fabricante, se determiné la concentracién de cada muestra y su pureza en el equipo
Nanodrop (Thermofisher®). Se evaluo la integridad del ADN gendmico mediante
electroforesis en gel de agarosa, el ADN concentrado se mantuvo a -70°C hasta su uso.
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4.7.3. Amplificacion de los fragmentos del gen WFS1

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron los exones
codificantes del gen WFS1, es decir exones 2,3,4,5,6 y7. Esto se realizd, utilizando
oligonucledtidos especificos para cada exén, dado el tamafo del exdn 8, se realizaron
varios oligonucledtidos para esta regidn. A continuacion, se muestran los oligonucleétidos

utilizados y la temperatura media.

Tabla 4. Oligonucleétidos sentido y antisentido utilizados en amplificacion de fragmentos

del gen WFS1
CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO
2 5-GCAGACACTAAGTGCCAGA-3 5-CTGAACTGCAGAGGACCTG-3’ 56
3 5°-GCAGCAGCAGATCTGAAGA-3’ 5-TCTCAGGCACCGACACTTCT-3' 56.6
p 5-GAAGTGGGTGAAAGGAGGT-3’ 5-CAGTTAGCAAGCATTAC -3’ 53.9
5-TCGCCCTGCAGGTGCAGGCTGGGA-
5y6 5-GTCAGAGTGGCACCGAAAGC-3’ - 65.1
- 5-ATTGCTCTGTGTGAGGGTG-3" 5-CCTGCCTGAGGTGCGCGAGT-3’ 62.8
8 (1) 5-TTGCCCAGAGGCAGGGTGGT-3" 5"-ATGGAGGGCAGCAGCGATAGCA -3° 61.3
8 (2) 5-ATCCCCTGCTCGGAGCTGGCT-3" 5-AGTTGTAGACCTTCATGCC -3’ 63
8 (3) 5- CAAGGCCAGCTTCTCTGTGGT-3’ 5-ATGGCCTTGAGCTCGAAGACA-3’ 59.1
8 (4) 5-CAAGGACATCGTGCTGCGGGC -3’ 5-AGTCTGCACACGTGGGCACA-3’ 63
8 5°-GAACTTCCGCACCCTCACCGA-3’
INTRON




Se realiz6 una mezcla de reaccion de PCR que contenia 20 ul del mix de reaccidon
HotStarTaq Plus (Qiagen®) y 0.25 yM de cada oligonucleétido en un volumen final de 40
Ml el cual fue ajustado con agua libre de DNAsas. La amplificacion de los fragmentos se
realizd en el termociclador GeneAmpPCR System 9700 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher®) de acuerdo con el siguiente programa:

1. Desnaturalizacion inicial: 95 °C/ 10 min

2. Desnaturalizacion: 95 °C/ 30 s

3. Alineamiento/hibridacion: temperatura variable /30 s
4, Extensién/elongacion: 72°C/ 40 s

5. Repetir los pasos 2-4 por 34 ciclos mas

6. Fase final de extension: 72 °C/ 10 min

4.7.4. Evaluacion y purificacion
de los fragmentos amplificados

La cantidad y la longitud de los fragmentos amplificados se evaluaron mediante la
separacion por electroforesis en el gel de agarosa al 1.0%. La purificacion de los
productos de PCR se realizé6 mediante separacion en columna usando el kit comercial
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen®) y siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante.
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4.7.5. Secuenciacion Sanger del gen WFS1

La secuenciacién directa es un método de secuenciacidén de primera generacion
desarrollado por Sanger (Sanger et al 1977), se basa en la sintesis de una sola cadena de
ADN, mediante PCR usando la mezcla de deoxinucléotidos (dNTPs) y dideoxinucléotidos
(ddNTPs), donde estos ultimos cumplen la funcion de la terminacién de la sintesis de la
cadena, al carecer de un grupo hidroxilo en el extremo 5°. La separacion y visualizacién
de los fragmentos se realiza usando equipos automatizados de electroforesis capilar.

Para la secuenciacion del gen WFS1, se utilizé la mezcla comercial de reactivos BigDye
Terminator v3.1 Cycle Secuencing Kit (Applied Biosystems, ThermoFisherScientiffic®).
Cada reaccion de secuencia incluyo los siguientes componentes: 2 ul de BigDye 10X, 3 pl
de buffer 5x incluido en el kit, 1 ul del oligonucledtido (sentido o antisentido) a una
concentracion 10 mM, 5 pl del producto amplificado y purificado de PCR, 8 ul de agua
libre de DNAasas en un total de 20 ul. La reaccion de secuenciacion se realizé en el
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientiffic®), de acuerdo al siguiente programa:

1. Desnaturalizacion inicial: 96 °C/ 3 min
2. Desnaturalizacion: 95 °C/ 10 s

3. Alineamiento/hibridaciéon: 52 °C/15 s

4. Extension/elongacién: 60°C/ 2 min
5. Repetir los pasos 2-4 por 34 ciclos mas
6. Fase final de extensién: 60 °C/ 3 min



4.7.6. Purificacion de los productos
de la reaccion de secuencia

Los productos de la reaccion de secuencia contienen sales dNTPs, ddNTPs, y otros
productos no puros de bajo peso molecular, que podrian afectar la resolucion y la
intensidad de la senal durante la electroforesis capilar. Con el fin de poder eliminar dichas
impurezas, se realizé purificacion de las reacciones de secuencia mediante separacion
por centrifugacion en columna de gel usando las comunas comerciales Centri-Sep
(ThermoFisher Scientiffic®).

4.7.7. Analisis de los productos de la reaccion de
secuencia mediante electroforesis capilar

Los productos de la reaccion de secuencia purificados y deshidratados se
resuspendieron en 15 pl de formamida HiDi (Applied Byosystems, ThermoFisher
Scientiffic®), se desnaturalizaron a 95°C por 5 minutos y se analizaron e el equipo ABI
Prism 3100 Genetic Analizer (Applied Byosystems, ThermoFisher Scientiffic®).

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia de referencia del gen
WEFS1, con localizacion 4: 6303573 de la versibn GRCh38.p7 del genoma humano
(Genome-NCB1-2005-).

4.7.8. Identificacion de mutaciones y analisis

Se analizaron los electroferogramas de secuenciacion y se consultaron las bases de
mutaciones (ExXAC, gnomAD, 1000 Genomes, ClinVar, lovd.eurowabb y PubMed). En el
caso de mutaciones nuevas utilizamos programas en linea disponibles para determinar el
efecto bioldgico funcional de la mutacién en la proteina codificada. Los programas
utilizados fueron:

Mutation Taster
Poly-Phen

MCAP

Human Splicing Finder

e
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..°.5. Resultados

o
.
o]
[¢]
O

o r (] L] r (]
© 5.1. Resultados analisis clinico

Ooo

Se incluyeron 19 casos, de 12 familias, no relacionadas, de distintas areas geograficas del
pais, con diagnéstico clinico y molecular de sindrome de Wolfram o sindrome de Wolfram
like; para la descripcién y evaluacion de las manifestaciones clinicas y caracteristicas
genotipicas.

Caracteristicas demograficas:

Un total de 19 individuos, de 12 familias no relacionadas, diez varones y nueve mujeres.
Las familias son originarias de los siguientes estados: Chiapas, Ciudad de México, Estado
de México, Morelos, Hidalgo, Guerrero, Querétaro y Veracruz. En cuanto a los datos de
consanguinidad y endogamia, ocho familias desconocian esta informacion, en dos fue
positiva y en dos fue negada.

Ciudad de México 4
Tonatico, Edo. México1

Guerrero 1 Tuxtla Gutierrez, Chiapas 1

Cuernavaca, Morelos 1

Fig. 14. Imagen donde se muestra procedencia de las familias.



Antecedentes heredofamiliares:

Se recabd la genealogia de las doce familias, se describié el niumero de casos por
familia, asi como probables datos de consanguinidad y endogamia. Siete familias
contaban con un solo caso, tres familias con dos casos, una familia con tres casos y por
ultimo una familia en la que toda la hermandad se encontraba afectada, con un total de
cuatro casos.

En la familia 3, existen dos casos, el segundo caso es primo en segundo grado de la
probando; existen datos de consanguinidad dos generaciones previas. La familia 5, caso
unico en la familia, con datos de consanguinidad cinco generaciones previas.

La familia 8, con toda la hermandad afectada, tres de los cuatros casos fueron incluidos
en este estudio, ya que el cuarto caso fallecid, debido a complicaciones de la entidad. La
familia 12, caso unico en la familia, desconocemos antecedentes de familia bioldgica, ya
que fue adoptada.

Tabla 5. Muestra cuantos casos fueron tnicos o miultiples

ANTECEDENTES FAMILIARES

Familias 12
Caso unico s
Dos casos 3
Tres casos 1

Cuatro casos 1
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Caracteristicas demograficas:

La edad promedio para integrar el diagnostico clinico de sindrome de Wolfram fue de
15.21 afos, con un minimo de edad de 6 afnos y un maximo de 30 anos. En aquellas
familias con mas de un caso, el diagndstico en la hermandad se hizo de forma mas

temprana.

Tabla 6. Distribucion por sexo, edad del diagnéstico y antecedentes de consanguinidad.

** En edad de diagnéstico, se excluyeron edades de casos con probable WL

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Total casos

19

Familias

12

Distribucion por sexo

10 (52.6%) varones

9 (47.3%) mujeres

Edad de diagnéstico **

13 anos promedio

25 anos maximo

5 anos minimo

Consanguinidad

8 desconoce

2 positiva

2 negada




Manifestaciones clinicas:

La manifestacion mas frecuente, asi como la primera en presentarse fue diabetes
mellitus en 18 (94.73%) de los diecinueve casos, situacidbn que va acorde con la
literatura; seguida de esta, se presentd atrofia Optica bilateral en 17 (89.47%) de los
casos, posteriormente hipoacusia neurosensorial y alteraciones psiquiatricas en 9
(47.36%) casos, las alteraciones neuroldgicas se presentaron en 7 (36.84) de los casos,
las manifestaciones uroldgicas en 6 (31.57%) casos, mientras que la diabetes insipida y
las manifestaciones gastrointestinales en 4 pacientes ( (21%).

A continuacién, se muestra tabla con las manifestaciones clinicas, y el porcentaje de

afectados.

Tabla 7. Frecuencia absoluta y porcentaje de manifestaciones clinicas.

Manifestaciones clinicas | No. Casos | Porcentaje (%)

Diabetes Mellitus 18 94.73
Atrofia optica 17 89.47
Hipoacusia 9 47.36

Diabetes Insipida 4 21.05
Neurologicas 7 36.84
Psiquidtricas 9 47.36

Urolégicas 6 31.57
Endocrinolégicas 7 36.84
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Manifestaciones clinicas por género:

Al separar la frecuencia de las manifestaciones clinicas por sexo, se observé que todas
las manifestaciones eran mas frecuentes en el sexo masculino, a excepcién de las
endocrinolégicas. A continuacién, se muestra una tabla con la cantidad de casos
presentando determinada manifestacion, separado entre varones, mujeres y los dos
casos con sindrome de Wolfram-like.

Tabla 8. Frecuencia absoluta y porcentaje de manifestaciones clinicas, en casos con
sindrome de Wolfram y sindrome de Wolfram like, dividido por género

MANIFESTACIONES CLINICAS

Varones | Porcentaje (%) | Mujeres | Porcentaje (%) | WL
Diabetes Mellitus 10 100.00 7 100 1
Atrofia Optica 9 90.00 6 85.7 2
Hipoacusia 6 60.00 2 28.57 1
Psiquiatricas 6 60.00 2 28.57 1
Neurolégicas 4 40.00 2 28.57 1
Endocrinolégicas 3 30.00 3 42.8 1
Urolégicas 4 40.00 2 28.57 0
Diabetes Insipida 3 30.00 1 14.28 0

Posteriormente se procedid a analizar la cantidad de casos que cumplian con las tres
manifestaciones cardinales, que son diabetes mellitus, atrofia Optica e hipoacusia
neurosensorial.

De los 19 casos, 7 presentaban la triada clasica, otros 9 casos, presentaban diabetes
mellitus y atrofia éptica, unicamente un caso presentoé atrofia optica junto con hipoacusia,
este caso era uno de los Wolfram-like. Dos casos, procedentes de la misma familia,
presentaban unicamente diabetes mellitus de inicio temprano. En ellos, el diagndstico se
sospecho por la presencia de un hermano mayor afectado.



Tabla 9. Frecuencia absoluta de casos con tres, dos y una, de las manifestaciones
caracteristicas.

Manifestaciones clinicas No. Casos

Diabetes Mellitus + Atrofia Optica + Hipoacusia Neurosensorial 7
Diabetes Mellitus + Atrofia Optica 9

Atrofia Optica + Hipoacusia Neurosensorial 1

Diabetes Mellitus 2

Edades de presentacion:

La mediana de diagnostico del sindrome fue de 14 afios; la diabetes mellitus fue la
primera manifestacion en los 18 casos que la presentaban, la mediana de edad de esta,
fue de 4 afnos; la de la atrofia dptica fue de 12 afos, para la hipoacusia neurosensorial de
14 anos.

Al separar por sexo, la mediana de edad de diagndstico de la entidad en varones fue de
12.5 afnos, la mediana de diagndstico de diabetes mellitus, atrofia optica e hipoacusia
neurosensorial fue de 4, 9 y 14.5 afos, respectivamente; para las mujeres con
diagnostico de sindrome de Wolfram, la mediana de diagnostico de la entidad fue de 20
anos, la mediana para diabetes mellitus, atrofia 6ptica e hipoacusia neurosensorial fueron
de 4, 16 y 10 afios respectivamente. Para los casos con sindrome de Wolfram-like, el
diagnodstico de la entidad se realizé en un promedio de 29 afios, y el de la atrofia dptica
fue de 20 anos, la diabetes mellitus y la hipoacusia neurosensorial no fue calculada, ya
que estas manifestaciones no eran compartidas entre los casos.
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Tabla 10. Mediana y percentiles 25 y 75 en edades de presentacion de las distintas
manifestaciones en varones y mujeres con sindrome de Wolfram y los dos casos con

sindrome de Wolfram-like.

EDAD DE PRESENTACION

Manifestaciones Varones Muj
Alliias Mediana Mediana Mediana

Diagnostico entidad 12.5 7.5 14.5 20 9 23 29
Diabetes Mellitus 4 3.5 6 4 2 7
Atrofia Optica 9 6.5 15.75 16 8.25 |20.5 20
Hipoacusia
neurosensorial 14.5 11.25 18 10
Alt. Psiquiatricas 13 7 20 29.5
Alt. Neuroldgicas 25 15.5 27 28 25 31
Alt. Endocrinolégicas 23 17 26 12 10 12
Alt. Uroldgicas 14.5 8.5 20.5 20.5
Diabetes Insipida 17 16 21

Analisis por familias:

La familia 8 y 11 tienen tres casos cada una, se analiz6 la variabilidad intrafamiliar.
Iniciando con la familia 8, casos 9,10,11, fueron diagnosticados a los 8, 13 y 5 anos
respectivamente. Todos cuentan con el diagndstico de diabetes mellitus, atrofia dptica,
hipoacusia neurosensorial y trastorno depresivo; el caso 10 y 11 cuentan ademas con
diagnostico de diabetes insipida e hipogonadismo hipogonadotréfico; mientras que el
caso 9y 10 comparten el diagnéstico de epilepsia.

La familia 11, incluye los casos 16, 17 y 18, con edad de diagndstico de la entidad a los
14, 10 y 9 afos respectivamente. Los tres casos cuentan con diagnostico de diabetes
mellitus a los 4, 2 y 2 afos; unicamente el caso 9 tiene atrofia Optica, el caso 16 con
papila palida; al caso 17, se le realizd diagnéstico de hipoacusia neurosensorial a los 9
afos. A continuacion, se muestra tabla con edades de presentacion de las distintas
manifestaciones en las dos familias.



Tabla 11. Edades de diagnéstico de las manifestaciones clinicas en | familia 8 y 11.

EDADES DE DIAGNOSTICO DE MANIFESTACIONES CLINCIAS

Familia 8 Familia 11
War i Testacionss ciipicas Caso | Caso | Caso | Caso | Caso | Caso -'-_
9 10 11 16 17 18 .
Diabetes Mellitus 7 10 5 4 2 2 .!.
Atrofia Optica 8 18 8 9 E
- = "
::er:ﬁzz:flgorial 1 &l 12 2 :'
Psiquiatricas 7 26 18 i
Neurolégicas 23 27 D —
Endocrinoldgicas 26 23 ‘e’
Urolégicas 21 ‘.'. 1'.'
Diabetes Insipida 21 16 :-_ _-:
*_®
-.t
.—%
Diabetes mellitus: o
:i 'I"
Se estimd el promedio de valores de glucosa en suero y hemoglobina glicosilada de '-‘ .-'
acuerdo a los ultimos reportes de laboratorio de cada paciente. EI promedio de los ..'
niveles de glucosa en suero fue de 158.8 mg/dl, con un maximo de 316 y un minimo de . %
75 mg/dl; mientras que el promedio del nivel de hemoglobina glicosilada, fue de 8.45%, :. ,:
con un maximo de 17.6 y un minimo de 8%. Con dichas cifras, resulta evidente el :.:
descontrol glicémico en que se encontraban todos los pacientes. Unicamente el caso 19, » .
no contaba con diagndstico de diabetes mellitus, sin embargo, en cifras de glucosa sérica =_ ‘:
en ayuno del 2013, presento en tres ocasiones, cifras entre 115y 157 mg/dl. :':
L L]
Los 18 casos se encontraban en tratamiento con insulina, de los nueve casos en los que E E
se pudo recabar la informacion sobre el esquema, cinco se encontraban en tratamiento ‘i.:
combinado con insulina de accion intermedia e insulina de accion rapida; tres casos se S

encontraban en tratamiento con insulina de accién prolongada y rapida; mientras que un
paciente era portador de bomba microinfusora. con esquema.

Las complicaciones de esta manifestacion fueron, multiples eventos de cetoacidosis
diabética en el caso 2. A pesar del descontrol glicémico, y el mal apego al tratamiento y
dieta que se refiere en algunos pacientes, la ocurrencia de cetoacidosis diabética es baja
en comparacion con los pacientes con diabetes mellitus tipo1. Dos casos con diagndstico
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de retinopatia diabética no proliferativa. En tres casos se reportaba la ocurrencia de
eventos de hipoglicemia; finalmente, un paciente con nefropatia diabética, actualmente
con insuficiencia renal cronica KDIGO G5, en tratamiento con dialisis peritoneal,
actualmente se encuentra en lista de espera para trasplante renal.

Tabla 12. Caracteristicas y complicaciones asociadas a diabetes Mellitus.

DIABETES MELLITUS

Numero de pacientes 18
Mediana edad de presentacion 4 ainos (1 a 14 anos)
Promedio de glucosa en suero 158.8 mg/dL
Promedio de HbA1c 8.40%
Complicaciones 3 casos con cetoacidosis diabética

2 casos con hipoglicemias graves

1 caso con retinopatia diabética no
proliferativa
1 caso con ERC KDIGO 5

Hipoacusia neurosensorial:

Nueve casos (47.3%) cuentan con el diagnodstico de hipoacusia neurosensorial bilateral,
sin embargo, de los diez casos restantes, cuatro no contaban con audiometrias que
corroboraran la normoacusia.

En las audiometrias revisadas, el caso 3 presentaba hipoacusia neurosensorial
superficial-severa descendente, con patron tipico de alta frecuencia; el caso 9,
presentaba hipoacusia neurosensorial moderada ascendente, con reconocimiento de voz
preservado; este caso, también presentaba tinnitus, con discriminacion del 100%,
bilateral, sin regresion fonémica a partir de 40dB. El caso 19 presentaba hipoacusia
neurosensorial profunda con configuracién audiométrica plana, con reconocimiento de
voz perdido, portador de auxiliar auditivo desde hace 5 afos.



o Atrofia optica:

Diecisiete de diecinueve pacientes contaban con diagnostico de atrofia Optica bilateral.
Los casos 16 y 17, en los que no se encontré dicha alteracion, pertenecen a la familia 12;
el caso 16, actualmente tiene 24 anos de edad, el reporte oftalmolégico describié papila
palida, con agudeza visual 20/20; mientras que el caso 17, actualmente de 21 afios, con
un reporte oftalmoldgico sin alteraciones.

Otras manifestaciones oftalmologicas fueron, catarata y estrabismo en tres casos,
unicamente el caso 5 presentdé ambas manifestaciones; y dos casos con retinopatia
diabética no proliferativa.

Tabla 13. Otras manifestaciones oftalmoldgicas presentes en 9 casos.

OTRAS MANIFESTACIONES

OFTALMOLOGICAS

Catarata 3
Estrabismo 3
Nistagmus 1

RDNP 2
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Manifestaciones psiquiadtricas:

Nueve pacientes presentaron alteraciones psiquiatricas (47.36%). El diagndstico
psiquiatrico mas frecuente fue trastorno depresivo mayor, en 5 casos, tres de ellos con al
. . menos un intento suicida: otros dos casos con diagndstico de trastorno de ansiedad
:.: generalizado, un caso con trastorno depresivo mayor y trastorno de ansiedad
": generalizada y otro con trastorno depresivo mayor y personalidad multiple.

l. .l'

a_ @

...t. Tabla 14. Manifestaciones psiquiatricas consignadas en los casos.
D MANIFESTACIONES PSIQUIATRICAS

_'.'_ Trastorno depresivo mayor e intento suicida 3
'-' .-' Trastorno Depresivo Mayor 2

&

o' | Trastorno de Ansiedad Generalizada 2

.'.—-'- Trastorno depresivo mayor y trastorno de ansiedad generalizada 1
[ ]

&= | Trastorno depresivo mayor y personalidad multiple 1
..-‘—-.

e

--': El tratamiento farmacoldgico preferentemente utilizado fue uso de inhibidores selectivos
'-.—-- de la recaptura de serotonina y benzodiacepinas en el tratamiento de trastorno de

o e ansiedad generalizada. Dos casos requirieron al menos dos internamientos en institutos
. % psiquiatricos, uno de ellos por brote psicatico y otro por alto riesgo de suicidio.
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Manifestaciones endocrinologicas:

Siete pacientes cuentan con al menos un diagndstico endocrinoldgico, esto representa el
36.84% de la muestra, con una mediana de edad de presentacién de 17 afios. Los
diagnodsticos endocrinolégicos fueron: hipogonadismo hipogonadotréfico en un caso;
hipogonadismo hipogonadotréfico y dislipidemia mixta en dos casos; hipogonadismo
hipogonadotréfico, hipotiroidismo primario y dislipidemia mixta en un caso; hipotiroidismo
y dislipidemia mixta en un caso, tiroiditis en uno al igual que bocio tiroideo en otro. De los
cuatro casos con hipogonadismo hipogonadotrofico, tres fueron varones, con una edad
promedio de diagndstico de 22.6 afnos.

Tabla 15. Manifestaciones endocrinolégicas consignadas en los casos

Manifestacién endocrinolégica No. Pacientes
Hipogonadismo hipogonadotréfico 1
Hipogonadismo hipogonadotroéfico 2

+ dislipidemia mixta

Hipogonadismo hipogonadotréfico 1
+ Hipotiroidismo primario +

dislipidemia mixta

Hipotiroidismo primario + 1
dislipidemia mixta
Tiroiditis 1

Bocio tiroideo 1
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Manifestaciones neurologicas:

Siete casos contaban con el diagndstico de manifestaciones neurolégicas, el 36.84%,
con una media de edad de 24.04 +/- 5.7 anos. Dentro de las manifestaciones reportadas
fueron neuropatia periférica en cinco casos, uno de estos pacientes presentaba ademas
anosmia. Otros dos casos (caso 9 y 10) presentaban convulsiones. Un caso, como se
mencionod anteriormente, con nistagmus, se desconoce el tipo, finalmente el caso 3, con
probable déficit intelectual.

En cuanto a los estudios de imagen cerebral, cinco casos (2,5,6,9 y 10) contaban con al
menos uno estudio (cuatro resonancias magnéticas y una tomografia computarizada). En
tres casos, los estudios fueron reportados sin evidencia de lesiones intra o extra axiales,
el caso 5 contaba con una RMI que reportaba datos compatibles con malformacion Chiari
tipo II; en nivel medular C4 y C5 area de siringomelia y probable mielomeningocele
posterior; mientras que el caso 6, se reportd, evidencia de hipoplasia cerebelosa y
disminucién del volumen pontino; los cuales son hallazgos frecuentes en estos pacientes.

Manifestaciones urologicas:

Seis pacientes con diagndstico de vejiga neurogénica (31.52% de la muestra), con una
mediana de edad de diagndstico de 19.5 afos. Esta manifestacién fue dos veces mas
frecuente en varones que en mujeres, ademas de presentarse a una edad mas
temprana, con una mediana de 14.5 contra 20.5 afos, respectivamente. Cinco de los
seis casos con diagnostico de vejiga neurogénica, contaban ademas con los siguientes
diagnosticos: dos casos con hidronefrosis bilateral, dos casos con ectasia renal y un caso
con enfermedad cronica terminal.

Seis casos contaban con USG renal, de los cuales, dos fueron reportados como
normales (caso 2 y 15), otros dos casos tenian hallazgos compatibles con ectasia renal
(caso 4 y 8), un caso con datos de hidronefrosis bilateral con dafio nefrotubular crénico y
finalmente un caso con sistemas colectores con prominencia de las piramides, a nivel del
hilio.



Diabetes insipida:

Cuatro pacientes (21.05%), cuentan con el diagnostico de diabetes insipida central,
tratados con desmopresina, con adecuada respuesta. Tres de los cuatro casos son
varones, con una mediana de edad de 18.5 afios. De los pacientes procedentes del
Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana se desconoce si se les ha
realizado alguna prueba diagnéstica para esta manifestacion clinica.

Manifestaciones gastrointestinales:

Las manifestaciones gastrointestinales se presentaron en cinco casos, no se especifican
edades de diagndstico. Fueron, estrefiimiento cronico, y hepatopatia de origen a
determinar, ya se han descartado etiologia infecciosa, autoinmune y alcohdlica.

Otras manifestaciones clinicas:

A continuacion, se describen otras manifestaciones no reportadas en asociacion al
sindrome de Wolfram, cada manifestacion es Unica para cada paciente, a excepcion del
seminoma y osteocondroma, los cuales se presentaron en el mismo individuo (caso 11).
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Tabla 16. Otras manifestaciones clinicas no relacionadas con

consignadas en los casos.

la entidad,

OTRAS MANIFESTACIONES CLINICAS

Afeccion Manifestaciones clinicas No. Individuos

Fistula traqueoesofagica 1
Malformacion congénita

Mielomeningocele + Arnold Chiari Il 1
Disautonomia Taquicardia 1
Esquelética Escoliosis 1
LEG 1
Miscelaneo Agranulocitosis idiopatica 1
Hepatopatia congestiva 1
Seminoma 1
Neoplasicas Osteocondroma 1
CaCuU 1
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:0%.2. Resultados de biologia molecular

Ooo

Posterior a la realizacion de secuenciacion Sanger de los siete exones codificantes del
gen WFS1 (2-7) en los 19 casos, se realizd busqueda de mutacion dirigida en los
familiares de primer grado, en quienes fue posible obtener una muestra, con el fin de
conocer las variantes de novo, y las heredadas.

Se registraron 15 mutaciones en las 12 familias analizadas; seis mutaciones eran nuevas,
y nueve habian sido previamente reportadas. La localizacion de las variantes en la
secuencia de WFS1, fueron doce en el exdn 8, una en el exdn 5, otra en el 4, y finalmente
una variante en el intrén 3.

El espectro genotipico fue amplio, nueve mutaciones se clasificaron de sentido erréneo,
cuatro deleciones, una de las cuales dos provocan corrimiento de marco de lectura, y una
duplicacién, la cual también genera corrimiento del marco de lectura, conllevando a un
codon de paro prematuro; finalmente una variante en sitio del corte y empalme en el intrén
tres.

Las variantes de sentido errébneo y deleciones sin corrimiento de marco de lectura,
confirieron cambios de aminoacidos o pérdidas de ellos, en distintas regiones de la
estructura proteica; nueve se localizaron en los dominios transmembrana, dos en el
dominio C-termina y una en la region N-terminal.
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c >
° 5 MUTACIONES
% § Numero ADN Exon Proteina Tipo de mutacion Region proteica
[ I
@ E 1 c.315+1G>A IN 3 Tk Corte y empalme b
1]
- o
o : 2 c.409 424dup 4 p.Val142GlyfsTer110 | Corrimiento marco de lectura wkwk
‘0
2§ e 3 ¢.530G>C 5 p.Arg177Pro Sentido erréneo N-terminal
c 8
s “é 4 c.1078_1083del 8 p.Cys360Thr361del Delecion Transmembrana
N —
3 :, 5 c.1082C>T 8 p.Thr361lle Sentido erréneo Transmembrana
§ § 6 c.1091 T>G 8 p.Val364Gly Sentido erroneo Transmembrana
; _é 7 c. 1161C>G 8 p. Asn387Lys Sentido erréneo Transmembrana
z : 8 c.1202A>C 8 p.His401Pro Sentido erréoneo Transmembrana
-§ Z 9 c.1330C>G 8 p.Ser443Arg Sentido erréneo Transmembrana
o}
g ES 10 c.1355_1370del 8 p.Glu452GlyfsTer20 | Corrimiento marco de lectura ki
© c
:,’- g .8 11 c.1511C>T 8 p.Pro504Leu Sentido erréneo Transmembrana
C .= Q
E ~§ g 12 c.1525_1539del 8 p-Val509_Tyr513del Delecion Transmembrana
§ g qg: 13 c.1787A>G 8 p.Lys596Arg Sentido erréneo Transmembrana
c O =
o 8 = 14 c.2416G>C 8 p.Ala806Pro Sentido erréneo C-terminal
o =
15 § ECJ, 15 c.2638_2643del 8 p-Asp880_Phe881del Delecion C-terminal
Sg 2
.o 2
=8¢c
s 85
CIOR
i‘. .*I"I‘. ..i'l‘. ..i'l'- -.I'-'. .!i','. .!i..!. .‘l'.!. .'I'O.. -‘I'i'. .‘l"i‘. ..l'i.'. ..I-
| o ||| o o || e ® |
-'- .‘!.0" .'Ii!" -'ln.l'. "‘---'. -'ll..l:l" illn..'ii i;il.. "ll.ln". ."l.ll'. .‘110'. ..l.-!" .-‘-n.
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A continuacién, se muestra diagrama donde se evidencias sitios afectados en los distintos
dominios de la proteina, para las mutaciones de sentido errébneo y deleciones que no

provocaron corrimiento de marco de lectura.

2 MMN
W---- @ ° e

. Secuencia normal

120 .*T— 8
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Fig. 15. Diagrama con mutaciones de sentido erréneo y deleciones, representadas en color * %
naranja y azul respectivamente. H .
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De los 19 casos estudiados, doce fueron heterocigotos compuestos, cinco homocigotos, y i S}
dos casos heterocigotos, estos ultimos dos casos, se clasificaron como sindrome de s
. — 8
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Tabla 18. Mutaciones enlistadas por familia, especificacion de localizacién exénica,

secuencia de DNA, cambio de aminoacido y tipo de mutacion.

MUTACIONES POR FAMILIA

Variante 1 Variante 2
Familia | Exon ADN Cambio proteina Lipoido Exén ADN Cambio proteina dipots
mutacion mutacion
I 8 |[c.1525_1539del | p.Val509_Tyr513del D 8 |c.1525_1539del | p.Val509_Tyr513del D
| 8 c.10917>G p.Val364Gly M 8 c. 1161C>G p. Asn387Lys S
i 8 |c.1355_1370del | p.Glu452GlyfsTer20 F 8 |c.1355_1370del | p.Glu452GlyfsTer20 E
v 8 c.1202A>C p.His401Pro M
" 8 c.1511C>T p.Pro504Leu M 8 c.1511C>T p.Pro504Leu M
Vi 8 |[c.1525_1539del | p.Val509_Tyr513del D 8 [c.2638_2643del | p.Asp880_Phe881del D
Vil 8 c.2416G>C p-Ala806Pro M 8 c.2416G>C p.Ala806Pro M
Vil 8 |c.1355_1370del | p.Glu452GlyfsTer20 F 5 c.530G>C p.Arg177Pro M
IX 8 c.1330C>G p.Ser443Arg M 8 c.1082C>T p.-Thr361lle M
X 4 c.409_424dup |p.Val142GlyfsTer110 F 3 c.315+1G>A Corte y empalme S
Xl 4 c.409_424dup | p.Val142GlyfsTer110 F 8 [c.1078_1083del | p.Cys360_Thr361del D
Xl 8 c.1787A>G p.Lys596Arg M F
"'"t. .l"'i. .i""l. .i""i. .i"'i. .-"’ff -‘“l_-- .l':‘"l- .i"'t. -i"'i. .l"'i. .r“'l_n. s*
cee® o lee® %o L0t 't...-'.'-...-‘.‘i...-'.‘i... -'.‘-... .'.'._,_.'-'.,,_.' ®onies? *._,,.'.'.




El caso 19, era portador de seis variantes distintas, de las cuales tres eran sindénimas,
tres de sentido erroneo; sin embargo, dos de ellas, con frecuencia alérlica >1%, por lo
cual, unicamente la variante c.1787A>G, fue considerada para estudios posteriores. En
la siguiente tabla se muestran las variantes encontradas en el caso 19.

Tabla 19. Variantes encontradas en estudio de secuenciacion Sanger en caso 19.
M: missence, S: sinénima, B: benigna, P: patogénica, PP: probablemente patogénica,
PyP: Poly-Phen

ADN Posicion Exon Cambioaa Tipo MT PyP |M-CAP SIFT Reportada

Tolerada
HM | c.997G>A | 4: 6302519 8 p.-Val333lle | M B 0.001 [FA>1% 0.8 Si
HT [c.1185C>T | 4:6302707 | 8 p.Val395= S B e FA >1% f Si
Tolerada
HT [c.1787A>G| 4:6303309 | 8 (p.Lys596Arg| M P 0.999 PP 0.44 No
c.1832G>A Tolerada
HT 4:6303354 | 8 (p.Arg611His| M B 0.146 |FA>1%| 0.11 Si
HT |c.2565A>G| 4:6304087 | 8 p.Ser855= S B bl FA >1% o No
HT |c.2625G>A| 4:6304147 | 8 p.Val875= S P % FA >1% hi No

Un total de seis mutaciones no habian sido previamente reportadas, se realizé una
busqueda intencionada de ellas EXAC, gnomAD, 1000 Genomes, ClinVar, lovd.eurowabb
y PubMed; sin encontrar resultados, por lo que se procedié al analisis de su
patogenicidad, mediante el uso de predictores in silico. Se utilizaron los siguientes
predictores: Mutation Taster, Poly-Phen, M-CAP, SIFT, Varsome, y Human Splicing
Finder.

El predictor Poly-Phen fue utilizado para calcular el indice de tolerancia de las 6
variantes, ademas de reportar un analisis evolutivo de conservacion. La primera
mutacion ¢.1091T>G, conlleva a un cambio de valina por glicina en la posicion 364; Poly-
Phen arrojé un puntaje de 0.96 de probabilidad de ser patogénica; mientras que SIFT la
reporta con score de 0 de ser benigna, M-CAP la reporta como probablemente
patogénica con un puntaje de 0.625.
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. = Enlas secuencias de alineamiento generadas por Poly-Phen, se observa que la presencia
e « de valina en esta posicion, en un elemento altamente conservado de manera evolutiva. La
. . .7 . . r . . .7
... segunda mutacién c. 1161C>G, genera un cambio de aminoacidos en la posicion 387,

y % asparagina por lisina. Poly-Phen la reporta como benigna, con un puntaje de 0.185, SIFT

% ,"' la reporta como tolerada con un puntaje de 0.11, M-CAP la reporta como posiblemente

:-: patogénica con puntaje de 0.396. La tercera mutacion c¢.1202 A>C, Poly-Phen la reporta
iy * como patogénica, con puntaje de 0.998, en analisis de alineacion region altamente
. .

conservada, SIFT la reporta como patogénica con puntaje de 0.05, M-CAP como

L]

L] L]
e_e posiblemente patogénica, con un puntaje de 0.752. La cuarta mutacion c.315+1G>A,
* %, como se ha mencionado anteriormente, es una variante en region de corte y empalme del

':_ :' exén 3; utilizando el predictor Human Splicing Finder, reporta una probable alteracion de
‘e o la region donadora y con ello un rompimiento del sitio de corte y empalme; con una
B &  probabilidad de variacion de -92.27& y un puntaje de 0.23.

o_o La quinta mutacion, ¢.1078_1083del, genera la pérdida de dos aminoacidos en la posicion
L 360 y 361, p.Cys360Thr361del, SIFT la reporta como patogénica, con puntaje de 0.858.

[
% Finalmente, la sexta mutacién c¢.1787 A>G, Poly-Phen la reporta como probablemente

-'i_i: patogénica con puntaje de 0.99, SITF la reporta como tolerada, con puntaje de 0.44, M-
ov e CAP como posiblemente patogénica con un puntaje de 0.219.
L] L]

. ¢« A continuacion, se muestran los resultados de los distintos predictores en las seis
e_=o
..' mutaciones nuevas encontradas en nuestro grupo de pacientes.
» L]
-'. .: Tabla 20 Mutaciones nuevas, con puntaje de patogenicidad obtenidos mediante predictores
.-. in silico: Mutation Taster, Poly-Phen, SIFT, M-CAP y Human Splicing Finder.
PP SIFT M-CAP HSF
Posicion Cambio Proteina
'.l score Score score  score
% [ 1001 | T>G Val3g4Gly | PT | 0.96 0 | 0.625
) .
‘.;:.‘ 1161 C>G Asn387Lys PT| 0.185 0.11 0.396
[
s '-_ 1202 A>C His401Pro PT | 0.998 0.05 0.752
315+1 G>A 0.23
1078_1083 Cys360Thr361del | PL 0.858
1787 A>G Lys596Arg PT 0.99 0.44 0.219
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Posteriormente, se analiz6, como estos cambios, influian en el plegamiento proteico,
mediante el uso del predictor proteico STRUM

En la tabla siguiente, se muestra los resultados obtenidos con el predictor proteico de
STRUM. El score de ddG nos habla sobre la posibilidad de que la proteina pierda
estabilidad al modificarse las fuerzas de Gibbs, y con ello alteraciones en la estructura
conformacional. Posteriormente, se muestran los esquemas 2D, de las proteinas
portadores de un cambio en un aminoacido.

Tabla 21. Mutaciones nuevas de sentido erroneo, evaluadas mediante el predictor STRUM

Cambio DNA Cambio aminoacido ddG STRUM
c. 1091T>G Val364Gly 1.37
c.1161C>G Asn387Lys 3.2
C.1202A>G His401Pro 2.47
C.1787A>G Lys596Arg 2.93
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Fig. 17. Cambio proteico Val364Gly

Fig. 18. Cambio proteico Asn387Lys




Ll

&l

o
@

[ LY ]

L]
_.i.i

. &

UL

(LT

Fig. 19. Cambio proteico His401Pro
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Fig. 20. Cambio proteico Lys596Arg
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El analisis de STRUM, predice que probabilidad existe de que una variante de un solo
nucleotido, genere un cambio en las fuerzas de Gibbs, y con ello, una modificacion en el
plegamiento proteico. En valores negativos, el puntaje ddG indica mayor probabilidad de
alteraciones en fuerzas de atraccion. nos indica esta probabilidad, siendo mayor al
resultar en valores negativos. Un ddG de 1.37 a 3, indica poca probabilidad de que la
proteina modifique su plegamiento con los cambios de aminoacidos propuestos.

Posteriormente, utilizando el programa Varsome Clinical, el cual utiliza las
recomendaciones del Colegio Americano de Genética Médica, clasificamos las nuevas
variantes nuevas, 5 de ellas clasificadas como significado incierto y una de ellas,
patogénica.

Tabla 22. Clasificacién de las variantes nuevas, acorde a lineamientos del Colegio
Americano de Genética Médica.

Posicion Cambio Proteina Clasificacion ACMG
1091 T>G Val364Gly Significado Incierto
1161 C>G Asn387Lys Significado Incierto
1202 A>C His401Pro Significado Incierto

315+1 G>A Patogénica
1078_1083 Cys360Thr361del Significado Incierto
1787 A>G Lys596Arg Significado Incierto

Como se menciond previamente, se extendié el estudio molecular a los familiares de
primer grado que estaban disponibles. En el caso de la familia 1, la probando es
homocigota para la variante ¢.1525_1539del, con ambos progenitores portadores.

Familia 2, probando heterocigoto compuesto para ¢.1091 T>G y ¢.1161C>G, con padre
portador de la primera variante, madre no portadora. Suponemos, que la segunda
variante se traté de una mutacion de novo.




Familia 3 con casos 3 y 4, ambos portadores en estado homocigoto de la variante
¢.1355_1370del, con los cuatro progenitores portadores. Familia 4, caso 5, portadora en
estado heterocigoto de la variante ¢.1202A>C, al padre no se realiz6 estudio molecular,
madre no portadora.

Familia 5, caso 6, homocigoto de la variante ¢.1511C>T, madre portadora de la misma
variante, al padre no se le realizé6 estudio molecular. Familia 6, caso 7, heterocigota
compuesta para dos deleciones (c.1525 1539del, ¢.2638 2643del), ambos progenitores
no portadores de alguna de las variantes. Familia 7, caso 8, homocigoto para variante
¢.2416G>C, madre heterocigota para dicha variante, padre finado.

Familia 8, caso 9,10 y 11, heterocigotos compuestos para variantes ¢.1355_1370del y
¢.530G>C, madre y padre heterocigotos para las variantes respectivamente. Familia 9,
caso 12 y 13, heterocigotos compuesto para las variantes ¢.1330C>G y ¢.1082C>T, con
padre y madre portadores para las variantes respectivamente. Familia 10, caso 14 y 15,
heterocigotos compuestos para las variantes c¢.409 424dup y c¢.315+1G>A, padre
heterocigoto para la duplicacién y madre para la variante en sitio de corte y empalme.

Familia 11, caso 16, 17 y 18, heterocigotos compuestos para las variantes
c.1078_1083del y c.409_424dup, progenitores portadores, padre de delecién y madre de
duplicacién. Finalmente, la familia 12, caso 19, heterocigota para la variante c.1787A>G,
la paciente es adoptada, por ello, no se les realiz6 estudio a los padres.
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..‘ 6. Discusion

El sindrome de Wolfram (SW) es una entidad con modo de herencia autosémica recesiva,
debida a mutaciones en el gen WFST.

Se caracterizada por la presencia de diabetes mellitus y atrofia optica bilateral de inicié
temprano, desarrollo posterior de hipoacusia neurosensorial, diabetes insipida,
alteraciones psiquiatricas, neuroldgicas y urologicas.

En este estudio se analizaron las manifestaciones clinicas y genotipicas de 19 pacientes
de 12 familias, diecisiete con SW y dos con probable Wolfram-like (WL). Los pacientes
eran originarios de distintos estados del centro del pais (Chiapas, Ciudad de Meéxico,
Estado de Meéxico, Morelos, Hidalgo, Guerrero, Querétaro y Veracruz), muy
probablemente debido a la cercania con los centros especializados de la Ciudad de
México.

Cuatro familias fueron homocigotas, sin embargo, solo dos refirieron consanguinidad
positiva, esto representa el 16.6% de la muestra; dicho porcentaje es alto, en
comparacion al establecido en poblacién general, del 1%.

Los casos unicos fueron mas frecuentes, en siete familias; tres familias con dos casos,
una familia con tres casos, y una con cuatro casos, en esta ultima, toda le hermandad se
encontraba afectada.

La edad promedio del diagnéstico de SW fue de 13 anos, 5 afios la edad minima y 25
anos, la maxima (se excluyeron casos con probable WL en este analisis). En familias con
mas de un caso, el diagnostico se realizé en edades mas tempranas en el resto de la
hermandad.

Las manifestaciones clinicas presentadas por orden de frecuencia fueron: diabetes
mellitus en dieciocho casos, atrofia éptica en diecisiete, hipoacusia y manifestaciones
psiquiatricas en nueve, manifestaciones neuroldgicas y endocrinologicas en siete,
manifestaciones uroldgicas en seis y diabetes insipida en cuatro casos.

Al separar por sexo y excluir los casos de probable WL, se evidencié que las
manifestaciones eran mas frecuentes en el sexo masculino, a excepcion de la diabetes
mellitus, presente en el 100% de ambos grupos y las manifestaciones endocrinolégicas,
mas frecuentes en mujeres.



La hipoacusia y las manifestaciones psiquiatricas se diagnosticaron en 60% de los
varones, en comparacion con 28.5% de las mujeres. No se encuentra reportado una
mayor afeccion en el sexo masculino, a excepcion del hipogonadismo hipogonadotréfico;
esto puede deberse a un seguimiento clinico cercano en los casos de varones de las
familias 7 y 8, lo que ha permitido realizar el diagnostico de un mayor numero de
manifestaciones.

En el analisis de edades de diagndstico de las manifestaciones, se observd, que los
varones fueron diagnosticados a edades mas tempranas, excepto diabetes mellitus, con
una mediana de 4 afios en ambos grupos; hipoacusia y manifestaciones
endocrinolégicas, que se presentaron antes en las mujeres. Esto tampoco ha sido
previamente reportado. Podria asociarse a modificacion en edades de diagndstico en
familias con mas de un caso.

Se han propuesto como criterios diagndsticos, la triada de diabetes mellitus, atrofia éptica
e hipoacusia, sin embargo, esta ultima, suele presentarse en la segunda o tercera
década de la vida, con una frecuencia del 60 a 70%, por ello, se toman como criterios
minimos la conjuncién de diabetes mellitus y atrofia éptica. En esta muestra, siete casos
presentaron la triada caracteristica, nueve casos diabetes mellitus y atrofia 6ptica, un
caso con atrofia éptica e hipoacusia neurosensorial y dos casos diabetes mellitus. Los
casos con diabetes mellitus fueron diagnosticados dado el antecedente de SW en la
hermandad.

La diabetes mellitus fue la primera manifestacion diagnosticada, con una mediana de
diagnostico de 4 anos, similar a lo reportado por Barret et al (1995), de 6 anos. Las
complicaciones asociadas fueron, eventos de cetoacidosis en tres casos, eventos
hipoglucémicos en dos, un caso con retinopatia diabética no proliferativa (RDNP) y uno
con enfermedad renal cronica y RDNP.

La atrofia dptica se diagnosticd en diecisiete casos, con una mediana de diagnéstico de 9
afios en varones y 11.8 afnos en mujeres. Otros hallazgos oftalmoldgicos fueron catarata
y estrabismo, manifestaciones previamente asociados a SW.

El diagndstico de hipoacusia se realizd en nueve casos, con distintos patrones
audiométricos. De los casos negativos, cuatro no contaban con audiometria. La
hipoacusia caracteristica del SW es de frecuencias altas, con patrén de voz preservado,
por lo que una hipoacusia leve-moderada puede pasar desapercibida clinicamente.
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La frecuencia de manifestaciones psiquiatricas fue de 47.36%; el diagndstico mas
frecuente fue trastorno depresivo mayor en siete casos, tres de ellos con intento suicida,
dos casos con diagnéstico de trastorno de ansiedad generalizada concomitante.

A nivel mundial, se estima una prevalencia de 5% de trastorno depresivo, de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (2017), por lo cual, que el 36.84% de la muestra
presente este diagndstico, nos hace suponer que se encuentra asociado a la entidad, sin
embargo, desconocemos el porcentaje de este diagnostico en otras entidades crénico-
degenerativas.

Swift y Polymeropoulos (1998) describieron la relacion entre SW y una mayor probabilidad
de ser ingresado en una institucion psiquiatrica, con resultados estadisticamente
significativas, sin embargo, Bischoff et al (2015), en un grupo de casos y controles
(pacientes con diabetes mellitus 1), mediante el uso de pruebas cognitivas, cuestionarios
psicoldgicos y prueba de olfato, concluyeron que los diagndsticos psiquiatricos no tienen
mayor prevalencia en pacientes con sindrome de Wolfram, en comparacién con otras
entidades cronico-degenerativas.

Las manifestaciones neuroldgicas se presentaron en el 36.84%; cinco con diagndstico de
neuropatia periférica; dos casos de la familia 8, con convulsiones tipo mioclénica; y
respectivamente un caso con anosmia, probable déficit intelectual, y nistagmus. Barret
(1995) y Chaussenot (2010), reportaron las manifestaciones cerebelosas como las mas
frecuentes.

En esta muestra, el diagndstico de neuropatia periférica podria asociarse a una
complicacion de diabetes mellitus en descontrol, mas que al SW per se. La ausencia de
otras manifestaciones neuroldgicas, podria deberse a la falla en el seguimiento y ausencia
de valoracion por el servicio de neurologia. En 2010, Chaussenot et al reportaron por
primera vez a dos pacientes, con déficit intelectual, epilepsia y malformaciones corticales,
se hipotetizd6 que WFS1 podria estar involucrado en el neurodesarrollo; en esta muestra,
el caso 5 presentd un defecto de tubo neural con malformacion de Arnold Chiari Il
asociada.

Las manifestaciones endocrinologicas se presentaron en siete casos, 30% en varones y
42.8% en mujeres. Cuatro casos con hipogonadismo hipogonadotroéfico, tres de ellos con
dislipidemia mixta asociada y otro con dislipidemia mixta e hipotiroidismo primario. Un
caso con hipotiroidismo primario y dislipidemia mixta, otro con tiroiditis y finalmente uno
con diagnostico de bocio tiroideo.



Las alteraciones tiroideas ya han sido descritas en el SW (Hilson et al. 2009), sin
embargo, que cuatro de los diecinueve casos presenten una manifestacion a este nivel,
representa una frecuencia alta.

En las manifestaciones uroldgicas, seis casos con diagnéstico de vejiga neurogénica,
esta manifestacion fue dos veces mas frecuente en varones que en mujeres, ademas de
presentarse a una edad mas temprana, 14.5 afos y 20.5 afnos, respectivamente. De
estos seis casos, dos presentaban hidronefrosis bilateral, dos, ectasia renal y un caso
enfermedad crénica terminal.

La diabetes insipida fue diagnosticada en cuatro casos (21.05%), tres de ellos varones,
con una mediana de diagnostico de 18.5 anos; Barret et al (1995) reportaron una
prevalencia de 73%, con una mediana de 14 afios. Es posible que esta manifestacion se
encuentre infradiagnosticada, ya que la principal manifestacién es poliuria, la cual
también se presenta en vejiga neurogénica y diabetes mellitus en descontrol.

En las manifestaciones no asociadas a la entidad; dos casos presentaron
malformaciones congénitas: fistula traqueoesofagica y mielomeningocele asociado a
malformacion de Arnold Chiari Il; en manifestaciones neoplasicas, un caso con
seminoma clasico y osteocondroma y otro con antecedente de cancer cervicouterino; en
miscelaneos, dos casos, provenientes de la misma familia, con hepatopatia de origen a
determinar, un caso con lupus eritematoso generalizado y otro con agranulocitosis
idiopatica. Hasta el momento, ninguna de estas manifestaciones ha sido reportada en
SW, incluso los niveles de expresion de wolframina se han reportado bajos en tejido
hepatico (lllumina Body Map).

Los resultados de biologia molecular posterior a secuenciacion Sanger de los exones
codificantes del gen WFS1 (2-7) en los casos, madre y padre (de estar disponibles)
fueron los siguientes:

Doce casos heterocigotos compuestos, cinco homocigotos, y dos casos heterocigotos,
estos ultimos, se clasificaron con probable WL. Se reportaron quince mutaciones en total,
nueve previamente reportadas y seis nuevas. La localizaciéon exonica, fue acorde a lo
reportado en la literatura, ya que doce se localizaron en el exdn 8; una en el exon 5, otra
en el 4, y una variante en la region donadora del intron tres.
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Las variantes se clasificaron, nueve de sentido erréneo, cuatro deleciones, una
duplicacion, y una variante en sitio de corte y empalme. Dos de las deleciones y la
duplicacién, conllevan a un corrimiento de marco de lectura, con la formacion de un codén
de paro prematuro.

Familia 1, caso 1, homocigoto de la delecion c.1525 1539del (p.Val509_ Tyr513del); de
acuerdo al Euro-Wabb Project, ha sido reportada en diecinueve ocasiones; en México, fue
reportada por Chacon-Camacho et al (2013), en dos hermanas, con microesferofaquia, un
nuevo hallazgo oftalmolégico no asociado previamente a SW; nuestro caso no contaba
con dicho hallazgo. Esta delecion causa la pérdida de cinco aminoacidos en region
transmembrana. Los progenitores eran heterocigotos para la delecion.

Familia 2, caso 2, heterocigoto compuesto para variantes de sentido erréneo, no
reportadas previamente: ¢.1091T>G (p.Val364Gly) y ¢.1161C>G(p.Asn387Lys). Acorde a
los estatutos de ACMG se clasificd6 como de sentido erréneo; se requeriran estudios de
funcién, para corroborar la patogenicidad de las mismas. Padre portador de la primera
variante, madre homocigota silvestre.

Familia 3, caso 3 y 4, homocigotos para la variante ¢.1355_1370del (p.Glu452GlysTer20);
esta variante fue descrita por primera vez por Zenteno et al (2008) en la familia 8. Esta
mutacion no ha sido descrita en otras poblaciones; esto alude a un posible efecto
fundador, sin embargo, las familias son originarias de distintas regiones. Progenitores
heterocigotos para delecion.

Familia 4, caso 5, heterocigoto de la variante ¢.1202A>C (p. His401Pro), no reportada
previamente, los predictores in silico utilizados refieren alta probabilidad de patogenicidad,
por afeccion de una regidén altamente conservada; acorde a los estatutos de ACMG se
clasifico de significado incierto. No se realiz6 estudio al padre, madre homocigota
silvestre.

Familia 5, caso 6, homocigoto para la variante ¢.1511C>T (p.Pro504Leu), fue reportada
por primera vez, por Inoue et al (1998). De Heredia et al. (2012), la reportd con una
prevalencia del 2.7% en una muestra de 412 pacientes. Madre heterocigota para la
variante, al padre no se le realiz6 estudio.



Familia 6, caso 7, heterocigoto compuesto para ¢.1525 1530del (p.Val509_Tyr513del) y
c.2638_2643del (p.Asn880_Phe881del), la primera delecién, fue comentada
previamente; la segunda fue reportada por primera vez por Eller et al (2001), los
aminoacidos deletados se encuentran altamente conservados en la secuencias de WFS1
de Mus musculus y Rattus norvegicus (GenBank AF084482/AJ011971, AF136378). Los
progenitores fueron homocigotos silvestres.

La familia 7, caso 8, homocigoto para la variante ¢.2416G>C (p.Ala806Pro), reportada
por Chaussenot el al (2014), se ha asociado en estado heterocigoto a hipoacusia
neurosensorial de baja frecuencia. Madre heterocigota para la variante, se desconoce si
cursa con alteraciones auditivas, padre fallecio.

La familia 8, casos 9, 10 y 11, el cuarto caso fallecid. Heterocigotos compuestos de
c.530G>C (p.Arg177Pro) y c¢.1355_1370del (p.Glu452GlysfsTer20); esta familia fue
reportada por Zenteno et al en 2011. Madre heterocigota de la delecion y padre de la
variante de sentido erréoneo. Esta familia presenta varias de las manifestaciones
asociadas a SW; no consideramos que se trate de una mayor afeccién determinada por
el genotipo, unicamente un seguimiento cercano, lo cual permitié el diagnéstico oportuno.

Familia 9, casos 12 y 13, heterocigotos compuestos para c.1330C>G (p.Serd443Arg) y
c.1082C>T (p.Thr361lle); ambas mutaciones han sido previamente reportadas, la
primera de ellas, por primera vez por Zmyslowska et al (2001), padre heterocigoto. La
segunda, ¢.1082C>T, reportada por Chaussenot et al, en 2011, madre heterocigota.

Familia 10, casos 14 y 15, heterocigotos compuestos para ¢.409_424dup
(p.Val142GlyfsTer110) y ¢.315+1G>A; la duplicacion fue descrita por primera vez por
Gomez-Zaera (2001), en 6 de 12 familias espafiolas con SW, Heredia et al (2012),
estimaron una prevalencia del 6.5%. Inicialmente fue descrita como una insercién de 16
pares de bases, posteriormente se describiria como duplicacion por Royahem vy
Chaussenot (2011). Esta es de las pocas variantes que se consideran frecuentes. La
variante intrénica, ¢.315+1G>A, es nueva; utilizando el predictor Human Splicing Finder y
Varsome Clinical, es posible que la variante afecte el sitio donador del corte y empalme;
acorde a los estatutos de la clasificacion de ACMG, fue catalogada como patogénica.
Madre heterocigota para la variante de sitio de corte y empalme, y padre para
duplicacion.
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Familia 11, casos 16, 17 y 18, heterocigotos compuesto para la duplicacion de 16 pares
de bases, previamente comentada, y la delecion ¢.1078_1083del (p.Cys360Thr361del).
Acorde a los criterios de la ACMG, clasificada de significado incierto, se requerira de
estudios funcionales para su reclasificacion. Madre heterocigota para duplicacion, padre
heterocigoto para delecion.

Familia 12, caso 19, heterocigota para la variante c.1787A>G (p.Lys596Arg), reportada en
los predictores in silico como probablemente patogénica, clasificada como de significado
incierto por los criterios del ACMG. No se extendié estudio a los padres, ya que la
paciente es adoptada. También se requeriran de estudios funcionales para su
reclasificacion.

No se puede afirmar una asociacién entre las variantes nuevas de significado incierto y
las manifestaciones clinicas de los casos, se requiere corroborar si existe un efecto
deletéreo en la proteina.

Se desconoce porque algunas variantes de sentido erréneo se asocian a WL y otros son
silentes en los portadores. En 2019, Lusk et al. reportaron una familia, dos hermanas con
hipoacusia neurosensorial y atrofia dptica, heterocigotas compuestas para una variante
clasificada como probablemente patogénica y una de significado incierto, el padre con
hipoacusia neurosensorial, portador de la primera variante, la madre era sana, portadora
de la segunda. Se catalogé como un probable WL autosémico recesivo, ya que no se
comprobd que la variante de significado incierto provocara un efecto deletéreo.

Ante variantes nuevas, con clasificacion de significado incierto, son necesarios estudios
de funcionalidad que corroboren o descarten, un efecto deletéreo. El caso 19 por ejemplo,
heterocigoto de multiples variantes de sentido erréneo, solo una fue clasificada como
probablemente patogénica en los predictores in silico; desconocemos, si las
manifestaciones clinicas son secundarias a esta variante, o son el resultado un efecto
aditivo de las multiples variantes presentadas.

Las limitantes de nuestro estudio fueron, falta de informacion en expediente clinico de
algunos casos, interrupcion del seguimiento en varios casos; por otro lado, es posible que
no hayamos captado a todos los casos con esta entidad, al mimetizarse de manera
importante con la diabetes mellitus tipo 1. Finalmente, no se realizaron estudios de
funcionalidad que corroboren el efecto de las variantes nuevas, clasificadas como de
significado incierto.



®
«® 7. Conclusiones

En este estudio se describen las manifestaciones clinicas y genotipicas de diecisiete
casos de SW y dos casos con probable WL, en dos centros de especialidades de la
ciudad de México.

La enfermedad muestra una edad de inicio temprano, en promedio a los 13 anos, el
paciente mas joven a los 5 afios de edad y el de presentaciéon mas tardia a los 25. Las
manifestaciones fenotipicas caracteristicas del SW fueron: diabetes mellitus (94.73%),
atrofia optica (89.47%), hipoacusia neurosensorial y trastornos psiquiatricos (47.36%),
alteraciones neurologicas y endocrinologicas (36.84%), uroldgicas (31.57%) y diabetes
insipida (21.05%).

Se describen 15 mutaciones, nueve previamente reportadas y seis nuevas. Doce casos
fueron heterocigotos compuestos, cinco homocigotos y dos heterocigotos. Las variantes
se localizaron con mayor frecuencia el exon 8, acorde con lo previamente reportado.
Nueve son variantes de sentido erréneo, cuatro deleciones, una duplicacion y una de
corte y empalme.

De las seis mutaciones nuevas, acorde a los estatutos del ACMG, la variante intrénica es
considerada patogénica y las cinco restantes, cuatro de sentido erréneo y una delecion;
fueron clasificadas de significado incierto. Si bien no es posible afirmar causalidad de las
variantes de significado incierto, las manifestaciones clinicas de los casos sugieren esa
posibilidad. Posteriores estudios funcionales y nueva casuistica propia y de otros grupos
muy probablemente permitiran reclasificar estas variantes genéticas.

El sindrome de Wolfram es una entidad de baja prevalencia, sin embargo, debe ser
sospechado en pacientes con diabetes mellitus de inicio temprano y alteraciones visuales
asociadas.

Un adecuado asesoramiento genético es indispensable en personas portadoras de
variantes en el gen WFS1, ya que, si bien se ha descrito una clasica segregacion
autosdmica recesiva; actualmente variantes heterocigotas del gen WFS1, se asocian a
diabetes mellitus 2, hipoacusia neurosensorial de baja frecuencia, catarata tipo 41 y
sindrome de Wolfram-like.
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CASO 7. Papila palida (moderada), vasos no se encuentran atenuados,
dispersion del pigmento macular y drusas pequefas en esa zona. Foto
2002 Servicio de Oftalmologia del INCMNSZ
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