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RESUMEN

El retraso mental (RM), es una afeccioén frecuente en la edad pe-
diatrica. Puede ser de origen genético o ambiental. En el primer
caso, no se han podido establecer todos los desérdenes que la
condicionan y un numero considerable de pacientes no tiene un
diagnéstico especifico.

Los microarreglos, derivan de la hibridacion genémica comparada
(CGH), donde puede determinarse sitios de deleciones, inserciones
o traslocaciones.

Mediante esta técnica se han podido determinar afecciones cromo-
sémicas que conforman sindromes que no habian sido descritos,
como: delecion 17921.31, deleciéon 15924 o delecion 1g21.

Su aplicaciéon puede realizarse en grandes poblaciones o puede
individualizarse. La introduccion de esta técnica ha comenzado a
resolver las dudas del RMI monogénico o poligénico.
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ABSTRACT

Mental retardation (MR), is a common neurological condition in
children. lts etiology may be genetic or environmental. In the first
case, all the disorders that cause it have not been identified and a
considerable number of patients do not have an accurate diagnosis.
Microarrays are derived from comparative genomic hybridiza-
tion (CGH), which can determine sites of deletions, insertions or
translocations.

This technique has made it possible to determine chromosomal
syndromes not previously described such as: 17g21.31 deletion,
deletion 15924 or 1921 deletion.

It can be done in large populations or be individualized. The intro-
duction of this technique has begun to resolve doubts regarding
monogenic or polygenic RMI.

Key words: Mental retardation, microarrays, fluorescence in situ hy-
bridization (FISH), 17921.31 deletion, deletion 1524, 1921 deletion.

| retraso mental detectado en la edad pediatrica

es una afeccion cuya frecuencia en Estados

Unidos es de América de 2 a 3% de la poblacion

general. En México los informes de esta entidad
nosoldgica sélo se publican en el Censo de Poblacion y
Vivienda, donde se incluye informacion relacionada por
medio de un cuestionario y hasta 2010 se inform¢ disca-
pacidad mental en 5.1% de la poblacion total, es decir, 5
millones 739 mil 270 mexicanos®.

La American Association on Mental Retardation, pu-
blico en 1992 los siguientes criterios diagnésticos para la
definicién de retraso mental: 2

« Individuos con funcién mental por debajo del

promedio, y coeficiente intelectual (intelligence
quotient 1Q) por debajo de 70 puntos.
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« Dos o mas limitaciones en las siguientes areas:
comunicacion, cuidado personal, tareas del hogar,
relaciones sociales, reglas de la comunidad, auto-
direccién, salud y seguridad, académica y laboral.

*  Que ocurra antes de los 18 afios de edad.

Las causas del RM se dividen en dos grandes grupos:
% las genéticas, enfermedades monogénicas y desérdenes
genomicos; las ambientales, intoxicaciones, infecciones,
etcétera (Figura 1).

El entendimiento de las enfermedades genéticas se
ha revolucionado en las Gltimas décadas con las nuevas
técnicas promovidas por el proyecto del genoma humano.
El objetivo de esta revision es el aporte que ofrecen los
microarreglos a las enfermedades mentales.

HISTORIA

Posterior a la era Mendeliana, cuando se pensaba que
las enfermedades se heredaban por transmision vertical,
horizontal o por cromosomas sexuales, surgi6é una etapa
de 1900 a 1970 en la que la idea béasica era que “un gen
producia una enfermedad” .Asi empezaron a describirse
enfermedades como los errores innatos del metabolismo y
otras debidas a la ausencia o presencia de material extra,
como la trisomia 21.

Causas
ambientales

De un solo geny
(Sx X frafil)

RETRASO
MENTAL

4 Causas
Jgenéticas

Desordenes
complejos
(autismo)

(Sx de Down)

Figura 1. Causas de retraso mental (RM) y sus prinicipales repre-
sentantes. Las causas genéticas se dividen en dos rubros: las de un
solo gen como el sindrome de X fragil; los desérdenes complejos
como el autismo y los genémicos como el sindrome de Down. Las
ambientales de dividen como se sefialan en la figura.

A partir de 1970, la técnica basada en la tincion Giemsa
de bandas de los cromosomas en metafase, ofrece una
resolucién de 450 a 850 bandas, lo que representa poca
informacion si se considera que el cromosoma 1 cuenta
con 1,312 genes versus los 144 genes del cromosoma 21;
entonces un cambio en tres pares de bases puede equivaler
a 1.2% de un cromosoma contra el 6.5% del otro.

En 1980, la prueba de hibridacion fluorescente in
situ (FISH) utilizaba grandes cantidades de DNA en
cromosomas bacterianos artificiales (bacterial artifi-
cial cromosomes, BAC), y lograba detectar deleciones,
translocaciones, inversiones y cromosomas en anillo,
cromosomas en metafase y nicleos en interfase por medio
de fluorescencia, teniendo como limitacién alrededor de
0.2 a 0.5 megabases.

En 2004 y 2005 se introdujeron nuevas técnicas que
no solo detectan la presencia de la alteracién, sino que
fueron capaces de cuantificar y documentar su compor-
tamiento. Tal es el caso de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que permite hacer una estimacién
cuantitativa y cualitativa de los nimeros de copias de
acido desoxirribonucleico genémico (yJDNA) y com-
plementario (cDNA).

Y finalmente, la base de los microarrelglos: la hibrida-
cién gendmica comparada (CGH), en donde la pérdida o
ganancia de material genético se detecta en cada uno de los
cromosomas de los individuos en enfermos, haciendo de
manera simultdnea una comparacion entre lo no alterado
0 sano, con una resolucion aproximada de 10 megabases.

GENERALIDADES DE LOS MICROARREGLOS. #

Inicialmente para el proyecto del genoma humano se
utilizaron los Arreglos de Matriz. La técnica consistia en
inmovilizar material genético en una superficie preparada
e hibridarlo con material marcado para su deteccion.

Posteriormente la técnica se perfeccion6 y surgieron
los microarreglos, gracias a que la compafiia Affymetrix,
desarrollo técnicas fitolitograficas con muestras de ADN
de alta densidad que contienen aproximadamente 20,000
a 30,000 genes, lo cual permite la revision de un genoma
completo en poco tiempo.

La informacién que otorga este tipo de estudios puede
ser de dos tipos:

« Microarreglos de genes de expresién.

* Microarreglos genémicos.
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En los primeros se obtiene el nivel absoluto de hasta
miles de transcritos de &cido ribonucleico (ARN) de una
sola muestra. En los gendmicos, proporciona informacion
sobre el nimero de copias del ADN genémico. Estos chips
permiten evaluar facilmente los cambios fisicos del ADN
cromosomico en las muestras de individuos blanco com-
parados con un testigo.

Existen diversos tipos de sondas para la obtencion del
material genético a estudiar: sondas que detectan cambios
en la expresién génica; sondas que detectan deleciones o
inserciones; y aquellas que detectan mutaciones.

La técnica consiste en marcar una cadena de DNA del
paciente en el extremo 3" y la del control (sonda BAC) en
el 57, tefiidas en colores verde y rojo; ambas se hibridan a
determinada temperaturay es asi como recibe el nombre de
“gendmica comparada’’; finalmente se detiene el proceso
con la enzima Cotl.

Los principales arreglos aplicados son: ®

« Arreglos con productos de PCR: La hibridacion
con los BAC tienen una longitud aproximada de
80 a 200 kilobases (kb), por lo que la deteccién es
limitada cuando se trata de menos de 50kb; una
estrategia es la utilizacion de la PCR para ampli-
ficar exponencialmente el tamafio de la sonda. La
desventaja principal radica en que la muestra se
prepara en un portaobjetos de vidrio y es dificil
detectar mas de 60,000 oligonucledtidos en este
material, por lo que la resolucidn y la pureza de la
muestra pueden verse limitadas.

« Arreglos con oligonucleétidos (ROMA): Se cons-
truyen mecanicamente con oligonucleétidos y se
puede observar un méximo de 60,000 oligonu-
cleétidos. Por lo general se emplean portaobjetos
de vidrio, ya que la cobertura de tales arreglos se
limita a una sonda por cada 50 kb. En esta técnica,
el ADN gendmico se digiere con una enzima de
restriccion y los fragmentos se ligan a los adaptado-
res para después amplificarlos por medio de PCR,
especificamente los fragmentos mas pequefios
de restriccion. La mas comercialmente usada es
NimbleGen

*  Arreglos de genotipificacion, obtenidos a partir de
los polimorfismos de un sélo nucledtido (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) obtenidos del
proyecto mundial Hap Map. Los arreglos contienen
maés de 400,000 secuencias en un area no mayor

de una pulgada cuadrada donde se pueden explorar

hasta 13,000 genes de manera simultanea. La mas

utilizada es Affimetrix, que consiste en una fitolito-

grafia, aunque también existen llumina y Alligent.

La observacion se realiza bajo luz fluorescente con lase-

res de diferente longitud de onda. De esta forma es posible

conocer la concentracion de algunas de las secuencias y

la relacion de concentraciones entre dos muestras y este

procedimiento puede llevarse a cabo con miles de genes
al mismo tiempo.

MICROARREGLOS Y RETRASO MENTAL

Anteriormente las causas inexplicables de retraso mental
representaban para el clinico un verdadero desafio, y las
técnicas genéticas hasta entonces empleadas ofrecian poca
ayuda a los pacientes y sus familiares, limitando asi el ase-
soramiento genético. Sin embargo, con la introduccion del
FISH se pudieron detectar anomalias subteloméricas hasta
en el 5% de los pacientes con RM y alguna malformacion.

Con los microarreglos se detectan estas anomalias al
menos en 10% de los pacientes con RM sin malformacio-
nes. Por eso el uso de los microarreglos de DNA con SNPs
tiene la capacidad de detectar alguna alteracion hasta en
97% de las causas de RM y detectar alrededor de 10%
de las mutaciones de novo en estos pacientes. La mayor
ventaja consiste en que puede realizarse a los padres y a
sus hijos con el fin de saber si la entidad se transmite de
manera generacional. ©

La utilidad mas tangible de los microarreglos, es la
deteccion de lo que ahora se conoce como desdrdenes
gendmicos, que son un grupo de entidades causadas por
“microdeleciones y microduplicaciones”.

El primer sindrome descrito fue el sindrome de delecion
17921.31, se describid en tres pacientes utilizando laPCR
en su variedad MLPA (multiple ligantion-dependent probe
amplification) y los microarreglos de genotipifiacion; se
encontro la delecion en el cromosoma 17. Sus caracte-
risticas clinicas son hipotonia, cara alargada, epicanto,
pabellones auriculares largos y prominentes, nariz en
forma tubular o de pera con una punta bulbosa, columela
larga con narinas hipoplésicas. Se asocia frecuentemente
a malformaciones cardiacas y renales, asi como epilepsia.

La microdelecion del 15g24 se describié por primera
vez por la misma técnica durante un screening genético
en 1,200 pacientes. Esta microdelecidon se encontré en
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14 pacientes, por medio de microarreglos por oligonu-
cleétidos y FISH, 7 que coincidieron con las siguientes
malformaciones: retraso en el crecimiento, microcefalia,
alteraciones digitales, anormalidades genitales, hipospa-
dias, cejas prominentes, paladar elevado y filtrum plano.
Posteriormente este se observd también en un estudio de
cohorte de 9,000 pacientes con retraso mental y retraso en
el crecimiento, asi como en dos pacientes mas. 8

La delecion del 1g21.1 se identifico inicialmente por
microarreglos de fenotipificacion en 52 individuos durante
un screening de 21,000 con MR inexplicable y autismo.
El fenotipo de estos pacientes incluye: microcefalia,
anormaildades cardiacas y se asocid al desarrollo de
esquizofrenia. La microduplicacién del 1g21.1 se encon-
tr6 en pacientes con alteraciones en el comportamiento,
especialmente en autismo.

La utilidad de estas deleciones no son inicamente apli-
cables en las causas inexplicables de RM, sino también en
los sindromes ya conocidos como el sindrome CHARGE,
integrado por: coloboma, malformaciones cardiacas (H),
atresia de coanas, retraso mental o del crecimiento(R),
anomalias genitales y alteraciones en pabellones auricu-
lares (E), cuya prevalencia es de 1 en 10,000. Por medio
de microarreglos por BAC se encontraron microdeleciones
en dos pacientes en la region 8q12.

APLICACION EN LA PRACTICA MEDICA

Los microarreglos pueden utilizarse en poblaciones ex-
tensas o en un solo paciente, segun las necesidades del
estudio.

Por ejemplo, Cooper y colaboradores, ° compararon los
CNV’s por microarreglos en 15,767 nifios con alteraciones
intelectuales (incluido autismo y epilepsia) y defectos
congeénitos, con 8,329 controles de adultos; encontraron
una discrepancia de mas de 400 kbp, con una diferencia
estadisticamente significativa. Esta brecha confirio un
riesgo de més de 20 veces de probabilidad de asociarse
con retraso mental.

Un buen ejemplo de la aplicacion individualizada
de los microarreglos fue el publicado por Aswini S 1%y
colaboradores, quienes estudiaron el caso de una nifia
de tres afios sin antecedentes de consanguinidad y peri-
natales de importancia, que al nacer mostraba diversas
alteraciones: fontanela anterior amplia, hipertelorismo,
implantacion baja de pabellones auriculares y clinodactilia.

Se le realizé tomografia computarizada (TC) que reveld
atrofia cerebral. No se documentaron alteraciones en las
hormonas tiroideas. A la paciente se le realizé un estudio
citogenético que mostrd alteraciones morfoldgicas en el
cromosoma 19. Posteriormente mediante FISH se encontrd
material extra en el cromosoma 7 y finalmente por medio
de microarreglos de Affymetrix se encontré aumento en el
numero de copias (trisomia parcial del cromosoma 7) de
24490 kb en el brazo corto, que involucraba a las bandas
7p15.3-pter. Ademas, se detectd un aparente mosaico para
una ganancia de 3,500 kb en Xg21.1.

Cuoco y colaboradores, * describieron una mecanica
semejante en dos hermanos; el primero nacié a las 36
semanas de gestacion con peso adecuado para la edad
gestacional, sin asfixia perinatal, con crecimiento aparen-
temente normal hasta los ocho afios, cuando presento crisis
convulsivas tonicas y estrabismo. Una resonancia magné-
tica nuclear mostro ectopia cerebelar en el foramen oval.

Su hermano menor nacié de 36 semanas con peso
bajo para la edad y perimetro cefélico en porcetila 10;
su desarrollo se vio alterado en la esfera del lenguaje. En
ambos se solicitaron estudios para descartar sindrome de
X frégil; fueron negativos. Posteriormente se procedi6 al
estudio citogenético de ambos hermanos y de los padres;
fueron negativos. Se realizé FISH con busqueda especifica
para la delecion 3p, que fue positiva. Se complementé el
estudio con microarreglos de genotipificacion y se hallo
delecidn en el 3p26.3.

La delecion del 3p25 es una afeccion infrecuente, ha-
bitualmente de novo, caracterizada por bajo peso al nacer
y alteraciones craneofaciales. Encontrar la delecion en el
brazo corto puede justificar que las alteraciones en estos
hermanos no se manifiesten con marcado retraso mental.

El estudio personalizado de los microarreglos se reco-
mienda para: 12

« Multiples anomalias que no sugieran un sindrome

genético especifico.

« Autismo.

«  Paciente con retraso en el crecimiento, del lenguaje

después de realizar otras técnicas como el FISH.

Sin embargo, los resultados siempre deben interpretarse
con reserva, ya que no todos los elementos que conforman
latécnica de microarreglos, como toda prueba diagnostica,
estan sujetas a errores de sobre y subestimacion. Tucker
y colaboradores observaron este fendmeno en una cohorte
de 30 nifios con RM; cuyos padres no estaban afectados, a
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quienes se les tomd muestra sérica y se realizé es estudio
de microarreglos con tres técnicas de SNP’s: Affymetrix,
Agilent y NimbleGen. El objetivo fue determinar la con-
gruencia entre estas tres pruebas; se encontro: de un total
de 3,747 microarreglos que se realizaron, entre las tres
pruebas, la congruencia en el diagrama de Venn de todas
fue de 3.37%; mientras que en las mutaciones de novo fue
del 5% y en el sindrome de X fragil de 1.5%. En general,
s6lo el 22% de las mutaciones se detectd por mas de una
prueba. Esto demuestra que existen falsos positivos so-
bre cada una de las plataformas y apoya la necesidad de
validar los resultados clinicamente importantes, con una
tecnologia diferente.

CONCLUSIONES

La revision anterior permite obtener las siguientes ideas:

« Hasta antes de la nueva era de la genética, muchas

enfermedades asociadas con retraso mental se encua-

draban en un espectro de la enfermedad “idiopatico”

o0 “multifactorial”; el asesoramiento genético era li-

mitado y la posibilidad de clasificar las caracteristicas
clinicas en un sindrome era complicado.

* Los microarreglos ofrecen una manera novedosa
de abordar el RM, detectando puntualmente las
mutaciones y el efecto que éste tiene sobre otros
genes. Complementa la informacion otorgada por
otras pruebas genéticas.

»  Ofrece la posibilidad de abordar al paciente con
RM de manera personalizada, lo cual es de gran
valor sobre todo en el asesoramiento genético.

»  Favorece la clasificacion e identificacion de nuevas
enfermedades.

» Como prueba, los resultados que ofrecen no son
absolutos, pero si esclarecen las carencias en el co-
nocimiento de las enfermedades y obligan al clinico
a pensar en forma distinta en relacion a ellas.
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