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Analisis molecular del gen GABRB3 en
pacientes con autismo: Estudio exploratorio.
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Resumen. El autismo es un trastorno del desarrollo caracterizado por de-
terioro de la interaccion social, la comunicacién, y comportamiento estercoti-
pado. Los estudios de familias y gemelos han demostrado predisposicion gené-
tica al autismo. Existe evidencia (ligamiento y asociacion genética, bioquimi-
ca, anatomopatoldgica, funcional y citogenética) de que el gen de la subuni-
dad 3 del receptor de GABA-A (GABRBJ3), en 15q11-q13, es un candidato de
susceptibilidad al autismo. Con ¢l objetivo de identificar nuevas variantes en
este gen, se estudiaron 18 pacientes con autismo idiopatico, utilizando un ta-
mizaje de gen candidato. Se realizé el anilisis molecular (SSCP/secuencia-
cion) de los 10 exones con sus correspondientes regiones intrdonicas tlan-
queantes. No se identificaron mutaciones no sindnimas en las regiones codifi-
cantes, pero se identificaron 4 polimorfismos de nucledtido simple (SNP). El
primer SNP representé una mutacion silente p.P25P en el exon 1a, encontra-
da en 33,33% de los pacientes. El Segundo SNP: IVS3+13C > T (a 5 b de la
secuencia consenso 5’ del intrén) fue encontrado en 44,44% de los pacientes,
mientras que fué identificado en 16.67% de los controles. El 33,33% de los pa-
cientes presentaron simultaneamente ambas variantes, y aunque ¢l 16,67% de
los controles también posefan la misma combinacion, el 66,66% de los pacien-
tes con esos alelos tenian antecedentes familiares de autismo. El tercer y
cuarto SNP: IVS5+40T > G e IVS7-70A > G fueron identificados en dos pa-
cientes diferentes. Ninguno de los 3 ultimos SNPs ha sido reportado en la
base de datos de SNP (dbSNP). La cercania del SNP: IVS3+13C > T con la se-
cuencia consenso y de interaccién con la nucleorribonucleoproteina Ul, pu-
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diera alterar la maduracion normal del pre-ARNm, en concordancia con la evi-
dencia de niveles bajos del receptor GABA-A en cerebros de pacientes con au-
tismo, pudiendo entonces tratarse, de una variante comun, que por si sola no
causaria un efecto fenotipico, pero que en conjunto con otras variantes en el
mismo gen, en genes relacionados o, con cambios epigenéticos, pudieran ex-
plicar el fenotipo autista y su gran heterogeneidad.

Molecular analysis of the GABRB3 gene in Autistic patients:
An exploratory study.
Invest Clin 2007; 48(2): 225 - 242
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Abstract. Autism is a complex neurodevelopmental disorder character-
ized by impairment of social interaction, language, communication, and ste-
reotyped, repetitive behavior. Genetic predisposition to Autism has been dem-
onstrated in families and twin studies. There is evidence (linkage and genetic
association, biochemical, neuropathological, functional and cytogenetic) that
the gamma-amino-butyric acid receptor beta 3 subunit gene (GABRBJ3) at
15q11-q13 is a susceptibility candidate gene for Autism. The aim of this ex-
ploratory study was to identify new variants of this gene. We performed the
molecular analysis (SSCP/Sequencing) of 10 exons and its intronic flanking
regions of GABRBJ3, using a candidate gene screening approach in 18 idio-
pathic autistic patients. We did not find non-synonymous mutations at the en-
coding regions, but we identified four SNP (Single Nucleotide Polymorphism).
The first one, represented a silent mutation p.P25P in exon 1a and was found
in 33.33% of the patients. The second one: IVS3+13C > T (5b far from the
intron 5’ consensus sequence), was found in 44.44% of the patients, while it
was also identified in 16.67% of the controls. Simultancously, 33.33% of the
patients had both variants, and although, 16.67% of the controls also had the
same combination of variants, 66.66% of the patients with those alleles had a
familiar history of Autism. The third and fourth SNP: IVS5+40T > G and
IVS-70A > G were identified in two different patients. None of the last three
SNPs have been reported at the SNP database (dbSNP). The proximity of SNP:
IVS3+13C > T with the consensus and interaction sequence with Ul
nucleoriboprotein, could disturb the normal splicing of mRNA. This is in
agreement with the evidence of lower levels of GABA-A receptors in autistic
brains; so, it could be a common variant, that by itself could not cause a
phenotypic effect, but joined to other variants with the same gene, in differ-
ent related genes or with epigenetic changes, could explain the autistic phe-
notype and its heterogencity.
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INTRODUCCION

El autismo es un trastorno del desarro-
llo que afecta aproximadamente a uno de
cada dos mil nifos, con una relacion por sexo
masculino/femenino de 4:1, que se caracteri-
za por el deterioro de tres areas: 1) interac-
cion social, 2) comunicacion y 3) compor-
tamiento estereotipado, y que inicia en for-
ma gradual antes de los 3 afnos de edad (1).
Los estudios epidemioldgicos indican un in-
cremento en el namero de casos de autismo
en los tltimos 15 anos (2). En el municipio
Maracaibo, estado Zulia, Venezuela, la preva-
lencia estimada es de 4/10.000 ninos (3).

Estudios de familias y gemelos han he-
cho evidente la predisposicion genética al
autismo. En familias con probandos autistas
la tasa de recurrencia entre hermanos es de
un 5%, lo que es varias veces superior a la
prevalencia general en la poblacion. Se ha
reportado una tasa de concordancia para
gemelos monocigoticos (MZ) del 60% com-
parada con ninguna (0%) para gemelos dici-
goticos (DZ) (4). La heredabilidad estimada
del trastorno autista, calculada a partir de
los datos de riesgos de recurrencia y de los
datos de concordancia en gemelos monoci-
goticos (MZ) y dicigoticos (DZ), se ubica en
mas del 90% (4). Los estudios de ligamien-
to genético, las anormalidades citogenéti-
cas en individuos autistas y los estudios de
genes candidatos apoyan la observacion de
que el autismo es un trastorno de miltiples
genes, con varios genes en diferentes cro-
mosomas interactuando con efecto modera-
do (5). Basados en las asociaciones entre
las funciones bioldgicas de los genes y el fe-
notipo autista, diferentes genes han sido es-
tudiados en autistas y propuestos como ge-
nes candidatos de susceptibilidad.

Varios estudios exploratorios de am-
plias regiones del genoma han demostrado
ligamiento en el cromosoma 15q11-q13 (6,
7). También se ha detectado ligamiento y
desequilibrio de ligamiento para diferentes

marcadores en otros estudios independien-
tes (8, 9). Los rearreglos cromosémicos
mas comunes entre los individuos autistas
son las duplicaciones de la region
15q11-q13 de origen materno (5). Por estas
razones, los genes en el intervalo
15q11-q13 son considerados genes candida-
tos para el autismo.

En la region 15q11-q13 se encuentra
localizado un grupo de genes del receptor A
del acido-y-amino-butirico (GABA-A), el
cual contiene genes que codifican para las
subunidades @5, 3 y y3, del receptor. Uno
de los genes candidatos de susceptibilidad
al autismo propuesto es el gen de la subuni-
dad B3 del receptor A del acido-gamma-ami-
no-butirico (GABRBJ3). El receptor GABA-A
constituye el principal canal iénico inhibi-
torio neuronal en el cerebro de los mamite-
ros. La mayoria de los receptores GABA-A
se ensamblan de forma pentamérica: 2 sub-
unidades @, 2 subunidades f, y una subuni-
dad y o 6. Cerca del 80% de todos los recep-
tores GABA-A contienen el clasico sitio de
unién de las benzodiazepinas, caracteriza-
dos principalmente por combinaciones
alpB2y2, a2B3y2 a3f3y2 y a5pxy2 (10).

Existe evidencia bioquimica y anato-
mopatologica que apoya la hipétesis de la
disfuncion del GABA en el autismo. Estu-
dios independientes (11-13) han descrito
niveles elevados de GABA en plasma de ni-
nos autistas, apoyando de esta forma la hi-
pétesis de distuncion GABAérgica. También
se ha descrito una expresion cerebral dismi-
nuida de GABRB3 en pacientes autistas
comparados con controles (14). Previamen-
te, ya se habia demostrado una reduccion
significativa en la densidad de sitios de
unién a benzodiazepinas y de los receptores
GABA-A en el hipocampo de cerebros de au-
tistas (10), region en la que se localiza co-
muanmente la subunidad 3 en dichos re-
ceptores.

Varios autores estan de acuerdo en
que la hipdtesis de disfunciéon del GABA

Vol. 48(2): 225 - 242, 2007



228

Solis-Afez y col.

constituye una alternativa razonable para
organizar muchos de los conocimientos cla-
ves, tanto embriolégicos, clinicos, genéti-
cos y bioquimicos que se tienen sobre el
trastorno autista (13).

Sin embargo, muy pocas mutaciones
han sido descritas en los genes que codifi-
can las subunidades del receptor GABA-A
(15, 16). Particularmente, en el gen
GABRB3 que codifica para la subunidad
beta 3 del receptor del GABA-A, localizado
en la region 15q11-q13, sélo se ha descrito
una mutaciéon puntual en el exén 6
(R192H) en un paciente con insomnio pero
sin fenotipo autista (15).

Cook y col. (8) analizaron el gen
GABRBJ3 y demostraron desequilibrio de li-
gamiento entre el trastorno autista y el po-
limorfismo intréonico 155CA-2  (MTDT
28,63, P = 0,0014). Buxbaum y col. (17)
confirmaron la asociacion entre el marca-
dor 155CA-2 y el trastorno autista. Sin em-
bargo, otros grupos de investigadores no
han encontrado evidencia de esta asocia-
cién (18, 19, 20), sin embargo, concluyeron
que a pesar de sus resultados, esta region
debia ser atin considerada de gran interés.

Aunque otros estudios (21, 22) no en-
contraron evidencia de ligamiento en la re-
gion 15q11-q13, la cual ha sido asociada
con anormalidades citogenéticas en autis-
mo; Barret y col. (7), encontraron un maxi-
mo MMLS/het (maximo LOD score multi-
punto de la heterogencidad) de 0,51 en el
marcador D15S975. Philippe y col. (6) ob-
tuvieron resultados positivos para ligamien-
to en sus familias con el marcador D15S118
localizado a 20 ¢M del gen del GABRB3,
con un miximo MLS de 1,10. Adicional-
mente, un estudio de ligamiento llevado a
cabo por Bass y col. (23) en un grupo inde-
pendiente de 63 familias multiples con au-
tismo, encontraron evidencia de ligamiento
en la region 15q11-q13 a nivel del marca-
dor D15S217.

Martin y col. (9), estudiaron 4 marca-
dores en region 15q11-q13 (155CA-2,
GABRB3, D15597 y GABRAS), y no encon-
traron evidencia de ligamiento con el mar-
cador 155CA-2, pero si con el GABRB3
(P < 0,03), y al excluir las 9 familias con
genealogias expandidas, se obtuvo un valor
de P<0,0045 para este mismo marcador,
apoyando asi los hallazgos previos que indi-
can que existen genes en esta region involu-
crados en el trastorno autista. Menold y col.
(24), obtuvieron evidencia significativa de
asociacion entre dos SNPs (exon5S_539T/C,
P = 0,02 e intron5_687T/C, P = 0,03) loca-
lizados en el gen GABRG3 y el autismo. En
un estudio reciente de 470 familias caucdsi-
cas con autismo, se encontré también aso-
ciacion significativa con tres haplotipos en
GABRG3, aunque no se pudo demostrar la
interaccion significativa entre los genes
GABRB3, GABRG3 y GABRAS5 (25). Estos
hallazgos sugieren que el rol de los genes
de las subunidades del receptor del GABA-A
en la susceptibilidad al autismo, deben ser
analizados mas detalladamente.

Shao y col. (26), estudiaron 8 marca-
dores localizados en 15q11-q13 en 221 pa-
cientes con autismo y utilizaron un nuevo
método estadistico: el andlisis de subgrupos
ordenados (OSA), y encontraron en un sub-
grupo de familias con altos puntajes en el
renglon de Insistencia en la igualdad (IS)
del ADI-R, (que evalda la resistencia a los
cambios minimos del ambiente o la rutina,
asi como las compulsiones o rituales), un
LOD score significativo a nivel del marca-
dor GABRB3 de 4,71. Nurmi y col. (27), en-
contraron en un subgrupo de pacientes au-
tistas con alto puntaje en la habilidades “sa-
vant” (brillantes, geniales, por encima del
promedio), un LOD score Heterogéneo
multipunto (HLODs mutipoint) de 2,6 en el
marcador D15S511 en el gen GABRB3.
Estos datos son también consistentes con la
contribucién propuesta para el locus 15q
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en la susceptibilidad al autismo. Sin embar-
g0, Ma y col. (28) no pudieron replicar es-
tos resultados en una muestra independien-
te. Estos resultados también apoyan la evi-
dencia de ligamiento entre el autismo y el
gen GABRB3 del receptor GABA-A.

McCauley y col. (29) demostraron aso-
ciacion significativa con 5 marcadores en
15q11-q13 con una P<0,05, en tres localiza-
ciones distintas a lo largo del gen GABRB3.
EI SNP 1 (P = 0,02) y SNP 3 (P = 0,01) es-
tan localizados hacia el extremo 3’ del gen;
EI SNP 5 (P = 0,04), el SNP 6 (P = 0,03) v
el SNP 11 (P = 0,04) estdn localizados en el
intron 3. Un marcador en el intron 5 del
gen GABRAS (SNP 23) también mostré evi-
dencia de asociacion (P = 0,03). La trans-
misién de dos bloques multi-locus, inclu-
yendo SNPs que mostraron asociacion indi-
vidual, bloque SNP 1-2-3 (P = 0,02) locali-
zado hacia el extremo 3’ de GABRB3 y blo-
que SNP 22-23-24 (P = 0,01) localizado en
GABRAS, mostré resultados significativos.
Estos resultados estdan positivamente corre-
lacionados con la posicion de ligamiento
observada previamente. Concluyendo que
ese estudio apoya la existencia de uno o
mas alelos de riesgo al autismo en el grupo
de genes de subunidades del receptor
GABA-A en 15q12.

Se ha reportado que las duplicaciones
de la region 15q11-q13 en pacientes autis-
tas son exclusivamente de origen materno,
lo cual sugicre que las duplicaciones de ori-
gen materno incrementan el riesgo de los
trastornos del desarrollo. En el subgrupo
(IS) estudiado por Shao y col. (26), se en-
contr6é un incremento en los alelos mater-
nos comunes que se compartian.

Sobre la base de todas las investigacio-
nes que apuntan a que, en la region
15q11-q13 pueda haber un gen candidato
de susceptibilidad al autismo, particular-
mente entre los que codifican para las sub-
unidades a5, 3 y y3 del receptor GABA-A,
se realizo el analisis molecular de las regio-

nes codificantes del gen GABRB3 y de las
regiones intrénicas consenso, con el fin de
identificar variantes nucleotidicas que pu-
dieran estar asociadas al autismo.

PACIENTES Y METODOS

Se realiz6 un estudio exploratorio,
prospectivo, transversal y observacional des-
criptivo en pacientes con autismo idiopati-
co, con un abordaje metodolégico genético
tipo tamizaje de gen candidato, enfocado
en la deteccion directa de variantes de sus-
ceptibilidad. Se estudié una muestra inten-
cional de 18 pacientes con diagnéstico de
autismo (por ADOS segan criterios de la
DSM-1IV), de uno u otro sexo, entre 4 y 7
afos de edad, no verbales segian escala de
Vineland (<36 meses), sin convulsiones ni
otras alteraciones neurolégicas asociadas.
Se descartaron causas asociadas a autismo
secundario como hipoxia perinatal, enfer-
medades infecciosas congénitas, exposicion
intrauterina a teratégenos, anomalias cro-
mosémicas, y autismo de origen sindromico
(sindrome de X fragil, sindrome de Angel-
man), o neurocutaneos (esclerosis tubero-
sa), y errores innatos del metabolismo (fe-
nilcetonuria, aminoacidurias).

El grupo control estuvo conformado
por 30 individuos adultos voluntarios, sa-
nos, de uno u otro sexo, sin antecedentes
familiares de autismo u otro trastorno del
desarrollo, insomnio, retardo mental, mal-
formaciones congénitas y/o enfermedades
hereditarias. Se obtuvo el consentimiento
informado de cada participante en el estu-
dio: de sus padres o representantes en el
caso de los pacientes, y directamente en el
caso de los controles.

A cada individuo se le tomaron 4 mL
de sangre periférica anticoagulada con
EDTA (500mM) para la extracciéon del ADN
(acido desoxirribonucleico) por las técnicas
combinadas: fenol-sevag (30) y técnica inor-
ganica o Salting Out (31), estandarizadas
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en el Laboratorio de Genética Molecular de
la Unidad de Genética Médica de La Univer-
sidad del Zulia. La concentracion y calidad
de las muestras de ADN utilizadas, fue de
246 = 924 ng/ul.y 1,4 = 0,20, respectiva-
mente.

Se amplificaron en forma individual
cada uno de los 9 exones y el exdén 1a (alter-
nativo) del gen GABRBJ3 en los 18 pacien-
tes y controles sanos a través de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), en el
termociclador correspondiente (PTC-100,
MJ Research, Inc). La PCR se realiz6é en un
volumen final de 25 uL, conteniendo: 100
nanogramos (ng) de ADN gendémico (con
excepcion del exén 8 donde se utilizaron
50 ng) diluidos en agua ultrapura hasta un
volumen de 5 ul, 2.5 ul. de buffer Tag ADN
polimerasa, 1.5 uL. MgCl, (1,5mM), 0,5 uL
dNTPs (0,2 mM), 0,5 ul. Taq polimerasa
(2,5 unidades), 2 ul. de cada iniciador se-
gun el ex6n a amplificar (15 pmol) y Dime-
til-Sulféxido (DMSO). Los iniciadores utili-
zados asi como la concentracion de DMSO
fueron las reportadas por Glatt y col. (16);
los productos amplificados incluyen, ade-
mas de los exones, también las secuencias
intronicas de las regiones consenso flan-
queantes 5’ y 3’ correspondientes de cada
ex6n, con tamafos que oscilan entre
155 pb (ex6n 3) y 531 pb (exén 9).

Las condiciones de amplificacién de la
PCR fueron estandarizadas en el laboratorio
de Genética Molecular de la Unidad de Ge-
nética Médica como se describe a continua-
cion: desnaturalizacion inicial de 2 min a
94°C (con excepceion del exén 2 donde se
aument6 a 5 min), luego 30 ciclos de 30
seg a 94°C (en el exon 1 se utilizaron 34 ci-
clos), 40 seg a temperatura de anillado va-
riable de acuerdo a cada ex6n (16), exten-
sién de 1 min a 72°C. En el ex6n 2 se utilizo
una extension final de 72°C por 10 min.
Luego los productos de PCR fueron almace-
nados a 4°C.

Los productos amplificados fueron ve-
rificados en electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 2% a 100 voltios por 35 min,
con tincién de solucion de bromuro de eti-
dio (1:10.000).

Posteriormente los productos de PCR
fueron analizados a través de la técnica del
Polimorfismo Conformacional de Cadena
Sencilla (SSCP, del inglés Single Strand
Conformational polymorphism) combinada
con andlisis simultdneo de heterodiplex, de
cada uno de los exones y sus correspondien-
tes regiones intronicas flanqueantes del gen
GABRB3, siguiendo el protocolo descrito
por Lietchi-Gallati y col. (32), modificado en
esta investigacion para adaptarlo al sistema
de SSCP utilizado: Preparacion del gel de
poliacrilamida al 12% (99% acrilamida, 1%
piperazina diacrilamida (PDA) en condicio-
nes no desnaturalizantes, siendo la mezcla
para un gel de 200 x 200 X 0,75 mm de:
10.6 mL de una solucién de acrilamida-PDA
al 40%, 17 mL de buffer Tris-formato (0,75
M, ph 9,0), 6 mL de glicerol (41%), 800ul de
agua destilada, 480 uL de persulfato de amo-
nio (10%) y 48 uL. de TEMED. Posteriormen-
te, se mezelaron en tubos (Eppendorf) de 0,5
mL: 2 ul del producto de PCR + 3 ul del
buffer de SSCP (95% formamida, 100 mM
NaOH, 0,25% xilencianol, 0,25% azul de bro-
mofenol). Se realizé una modificacion a la
concentracion final del buffer de corrida
Tris-Borato 2X propuesta en el protocolo ini-
cial para adaptarse a los volimenes exigidos
por la camara de SSCP utilizada (7Lts.), que-
dando el Tris-base a 0,104 M y el acido bérico
a su concentracion original de 0,28 M.

Se desnaturalizaron las muestras por
10 min a 95°C, inmediatamente se coloca-
ron en hielo. La electroforesis se realizé en
la camara de SSCP (DCode Universal Muta-
tion Detection System, BIO-RAD), durante
5 horas a voltaje constante: 350 V, 100 mA
y 25W, con una temperatura de 12-13°C du-
rante toda la corrida.

Investigacion Clinica 48(2): 2007



GABRB3 y autismo

231

Los patrones de bandeo de la SSCP y
heterodiiplex se visualizaron a través de tin-
cién con nitrato de plata (33).

Los fragmentos obtenidos en la SSCP
con patron de migracion diferente con res-
pecto a los controles y/o formacion de hete-
rodaplex, fueron posteriormente amplifica-
dos nuevamente y purificados con el Kit Wi-
zard PCR Prep. DNA Purificator (Promega).

Finalmente, los productos de PCR pu-
rificados fueron verificados nuevamente en
agarosa al 2%, para posteriormente ser se-
cuenciados por el método enzimatico de
Sanger (34) mediante Kit comercial de se-
cuencicacion (BigDye v3.0 ready reaction
Applied/Biosystems) en secuenciador auto-
matizado (ABI Prism 310 Genetic Analy-
zer/Applied Biosystems). Los datos crudos
de la secuenciacion se analizaron con los
programas Sequencing Analysis y DNA para
Windows (version 2.2). Posteriormente, se
procedié a la comparacion de los fragmen-
tos secuenciados con la secuencia nucleoti-
dica normal del gen, utilizando para ello el
software de alincamiento y comparacion de
secuencias: BLAST (disponible en http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) (35). Al no obser-
varse una similitud del 100%, se confirmaria
la existencia de una variacion en la secuen-
cia nucleotidica estudiada; si la misma esta-
ba presente en menos del 1% de los contro-
les normales, se consideraria como una mu-
tacion y no como un polimorfismo o variante
alélica neutral en la poblacién (36).

Después de identificada una variante
en la region codificante y/o regiones intro-
nicas flanqueantes de cada ex6n del gen
GABRBJ3 en pacientes con autismo, se pro-
cedi6 a la comparacion de la secuencia ami-
noacidica de la proteina teéricamente codi-
ficada por los pacientes, con la secuencia
de la proteina normal, utilizando la base de
datos ENSEMBL (disponible en: http://
www.ensembl.org/) (37), con el fin de de-
terminar las consecuencias de la variante
en la proteina codificada.

De igual forma, después de identificar
variantes del tipo SNP en varias regiones in-
tronicas gen GABRB3, se procedi6 a la bus-
queda en la base de datos de SNPs (dbSNP)
del Centro Nacional de Informacion Biotec-
nolégica de los Estados Unidos de América
(NCBI) (Disponible en http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/entrez/) (38) para verificar su
existencia en dicha base de datos.

Los resultados se expresaron en por-
centajes y promedios aritméticos con sus
respectivas desviaciones estandar.

RESULTADOS

Se estudiaron 18 pacientes con diag-
néstico de autismo (por ADOS), entre 4y 7
afos de edad, no verbales segian escala de
Vineland (<36 meses). El 77,8% (14/18)
eran varones y 22,2% (4/18) eran hembras,
con una relaciéon masculino:femenino de
3,5:1. A través de la historia clinica genéti-
ca, neuroimagenes, cariotipo de alta resolu-
cion, analisis molecular de los alelos
FRAXA y FRAXE, prueba de histidina y cro-
matografia unidimensional de aminoacidos
en orina de 24 horas, se descartaron causas
conocidas de autismo secundario. En el
72,22% (13/18) se logr6 identificar algin
antecedente genético de importancia como
autismo, déficit de atencion, sindrome de
Down, esquizofrenia, convulsiones, retardo
mental y/o0 malformaciones multiples. En el
27,7% (5/18) de las familias se logré identi-
ficar algan otro afectado de autismo dife-
rente al propdésito.

Luego de realizada la amplificacion de
todos los exones y correspondientes regio-
nes intrénicas flanqueantes del gen
GABRBJ3 y la SSCP, se detectaron para el
exon la vy sus regiones intrénicas flanquean-
tes, 6 pacientes con un patréon de migra-
cién anormal, pero similar entre ellos, codi-
ficados como AUTA: 8, 9, 1, 5, 6 y 14
(Fig. 1). Para el ex6n 3 y sus regiones intro-
nicas flanqueantes se detectaron 8 pacien-
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tes con un patron de migracion anormal
pero similar entre ellos, codificados como
AUTA: 1, 5,6, 8,9, 13, 14 y 23 (Fig. 2). En
los exones 5 y 8 con sus correspondientes
regiones intrdonicas flanqueantes, s6lo se
detectaron con migracion diferente al resto
de los pacientes y controles: un paciente
codificado como AUTA3 y otro como
AUTA4 respectivamente, evidenciandose la
formacién de heterodiplex en el caso de
AUTA4. En el resto de los exones no se lo-
gr6 identificar ningin paciente ni control
con patrones de migracion diferente.

Posteriormente, se procediéo a la se-
cuenciaciéon automatizada de las muestras
identificadas a través de la SSCP como posi-
bles portadoras de variantes puntuales en
las respectivas secuencias nucleotidicas.

La secuenciacion del exén la en los 6
pacientes (1-5-6-8-9 y 14) (33,33%, 6/18)
con migraciéon anormal para dicho exon
arrojo los siguientes resultados: el 100% de
los mismos presenté una variante puntual
tipo transicion en estado de heterocigosis,
en la tercera base del codén 25 del ex6n 1a
que cambia citosina (C) por timina (T)
(¢.131C>T, basado en la secuencia del
cADN, ndmero de acceso del Genbank:
NM _021912) (Fig. 3), sin embargo, cuando
se investigd el efecto tedrico sobre la pro-
teina se corrobor6 que se trataba de una va-
riante silente que no ocasionaba ningtin
cambio en la secuencia proteica, dado que
se continuaria traduciendo ¢l mismo ami-
noacido prolina (p.P25P). Esta variante tipo
SNP ya habia sido previamente reportada en
la literatura con el ntimero rs20318,
NT 026446 (Contig) de la base de datos de
SNPs (dbSNP) del Genbank (disponible en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.
fcgi®db = snp), por lo que no fue necesario
la secuenciacién de controles para estable-
cer si su frecuencia era superior al 1% en la
poblacion.

Por otra parte, la secuenciaciéon del
exOn 3 y sus regiones intrdonicas flanquean-

1 2 3 4 5 6
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Fig. 1. SSCP del ex6n 1ay sus regiones intréni-

1

Fig. 2.

cas flanqueantes. Pacientes 12, 11, 10 y
7 con migraciéon normal (1, 2, 3, 6). Pa-
cientes 8 y 9 son heterocigotos C/T
(p.P25P) con 3 bandas (flechas) y for-
macién de heterodiplex (HD) (4, 5).
CS = Cadenas sencillas; BI = Banda ines-
pecifica.

2 3 45 6 7 89 10
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SSCP del ex6n 3 y sus regiones intréni-
cas flanqueantes. Pacientes 7, 4, 3, 2 y
Control 1 con migracién normal (3, 6,
7, 8,10). Pacientes 9, 8, 6, 5, 1 son he-
terocigotos IVS3+13C>T con 3 bandas
(flechas) (1, 2, 4, 5, 9). CS = Cadenas
sencillas. DC = ADN de doble cadena
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tes en los 8 pacientes (1-5-6-8-9-13-14 y 23)
(44,44%, 8/18) con migraciéon anormal
para dicha region, arrojé los siguientes re-
sultados: el 100% de los mismos presentd
una variante puntual tipo transicién en el
nucle6tido +13 del intrén 3-4 en estado de
heterocigosis, localizado a 5 b de la region
consenso de empalme del extremo 5’ dona-
dor del intrén, que sustituye citosina (C)

por timina (T) (IVS3+13C > T) (Fig. 4).
Esta variante no ha sido reportada hasta
ahora en la base de datos de SNP (dbSNP).
Dado este hallazgo, se procedi6 a la secuen-
ciacion directa de esta region en los contro-
les para investigar si se encontraba en mas
del 1% de la poblacién o se trataba de una
mutacion exclusiva de los pacientes con au-
tismo. La secuenciacion de 30 controles de-
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Fig 3. Variante p.P25P en el exén 1la gen GABRB3.
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La secuencia del exén lay de sus regiones intro-

nicas flanqueantes muestra que el paciente 8 es heterocigoto C/T en la tercera base del co-

dén 25 del ex6n 1a (flecha). S = Serina, E =

Acido glutamico, P = Prolina, R = Arginina. Re-

gion de interaccion con la ribonucleoproteina Ul del empalmesoma.
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Fig.4. Variante IVS3+13C>T en el gen GABRB3. La secuencia del exén 3 y de sus regiones intréni-
cas tflanqueantes muestran que el paciente 23 es heterocigoto C/T en la posicién +13 del in-
tron 3-4 (flecha). Region de interaccion con la ribonucleoproteina Ul del empalmesoma.
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mostr6 el siguiente resultado: el 16,67%
(5/30) de los mismos poseian el mismo po-
limorfismo tipo SNP en estado de heteroci-
gosis C/T, siendo el restante 83,33%
(25/30) homocigotos C/C, confirmandose
que se encontraba en mas del 1% de la po-
blacién, por lo que se decidié no continuar
con la secuenciaciéon de mas controles en
esta region del intron 3-4.

Dado que, de los 8 pacientes con la va-
riante IVS3+13C>T, el 75% (6/8) presen-
taban también la variante silente p.P25P
(pacientes 1-5-6-8-9 y 14), se decidio se-
cuenciar los 5 controles que presentaron la
variante IVS3+13C>T para investigar si
también poseian la variante p.P25P o se tra-
taba de una asociacién preferencial de estas
variantes en los autistas, obteniéndose que
los 5 controles también poseian la variante:
1 de ellos en estado de homocigosidad (T/T
para la variante) y los otros 4, heterocigo-
tos C/T similares a los pacientes; estable-
ciéndose la presencia de ambas variantes en
el 16,7% de los controles comparado con el
33,33% de los pacientes. Sin embargo, es
interesante resaltar que el 66,66% (4/6) de
los pacientes con ambas variantes tenian
antecedentes familiares de autismo, y en el

75% (3/4) de los mismos, eran por la linea
parental paterna.

Finalmente, la secuenciaciéon del exén
5 vy sus regiones intrénicas flanqueantes en
el paciente AUTA3, mostré una variante
tipo transversion, a +40 b en el intrén 5-6
en estado de heterocigosis, que sustituye ti-
mina (T) por guanina (G) (IVS5+40T>G)
(Figura 5), mientras que la secuenciacion
del ex6n 8 y sus regiones intrénicas tlan-
queantes en el paciente 4, mostré una va-
riante tipo transicion a -70 b en el intrén
7-8 también en estado de heterocigosis, que
sustituye adenina (A) por guanina (G)
(IVS7-70A>G) (Figura 6). Por ser estas va-
riantes dnicas en nuestra muestra y ade-
mas, estar localizadas en regiones intréni-
cas sin importancia aparente en los proce-
sos de empalme y maduracion del
preARNm, no se secuenciaron controles
para estas regiones.

Resumiendo, no se identificaron muta-
ciones no sinénimas en las regiones codifi-
cantes del gen GABRBJ3 en pacientes con
autismo, pero se identificaron 4 polimorfis-
mos de nucleétido simple (SNP). El primer
SNP representé una variante silente p.P25P
en el exon la, encontrada en 6 pacientes

TCCTATTTAG
TCCTATTTAG

ACTTTTG
ACTTTTAG

— = =

Fig. 5. Variante IVS5+40T>G en el gen GABRB3. La secuencia del exén 5 y de sus regiones intréni-
cas flanqueantes muestra que el paciente 3 es heterocigoto T/G en la posicion +40 del intrén

5-6 (flecha).
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Fig. 6. Variante IVS7-70A>G en el gen GABRB3. La secuencia del ex6n 8 y de sus regiones intrénicas
flanqueantes Muestran que el paciente 4 es heterocigoto A/G en la posicion -70 del intrén 7-8

(flecha).

(33,33%). El Segundo SNP: IVS3+13C>T
fue encontrado en 8 pacientes (44,44%) a 5
b de la secuencia consenso 5’ ¢ identificado
en 16,67% de los controles. Los 6 pacientes
con el SNP: p.P25P, también tenian el SNP:
IVS3+13C>T (33,33%). Sin embargo, se
evidencié que todos los controles con la va-
riante IVS3+13C>T (16,67%), también te-
nian la variante p.P25P al igual que los pa-
cientes con autismo. El tercer y cuarto
SNP: IVS5+40T>G e IVS7-7T0A>G fueron
identificados en dos pacientes diferentes.
Ninguno de los 3 ultimos SNPs ha sido re-
portado en la base de datos de SNP
(dbSNP).

DISCUSION

La variante tipo SNP IVS3+13C>T en
el gen de la subunidad beta 3 del receptor
GABA-A (GABRBJ3) encontrada en esta in-
vestigacion no ha sido reportada previamen-
te en la literatura y su cercania (5 b) con la
region donadora 5’ del intrén 3 (Fig. 4),
donde se encuentra la secuencia consenso y
de interaccién con la pequeiia nucleorribo-
proteina Ul (snRNA Ul) y con los otros
componentes del empalmesoma en el in-

trén 3-4, pudiera estar implicada en cam-
bios en la maduraciéon normal del
pre-ARNm, con la consiguiente posible alte-
racién en la secuencia o tamano del pro-
ducto proteico (que de ser inestable seria
degradado rapidamente) o en la interaccién
entre la subunidad 3 codificada y las otras
subunidades del receptor, asi como, en la
conformacion pentamérica del mismo, todo
lo cual, pudiera tener implicaciones en la
respuesta de un subgrupo de neuronas al
GABA.

Durante la primera etapa del proceso
de empalme, snRNA Ul interactiia con el
pre-ARNm en el sitio donador 5’ del intrén,
a través de un par de bases complementa-
rias, con los dinucledtidos altamente con-
servados GU y con los nucledtidos flan-
queantes no conservados (-3 a +8) (39). El
complejo de nucleorriboproteinas del em-
palmesoma enfrenta un gran desafio: el re-
conocimiento de los sitios de empalme co-
rrectos antes de las reacciones de corte y
empalme del pre-ARNm. Las secuencias
consenso de empalme, sélo contienen la mi-
tad de la informacién necesaria para el re-
conocimiento completo de los sitios de em-
palme normales, debido a que éstos deben
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ser distinguidos de las secuencias de pseu-
do-sitios de empalme que se asemejan a los
sitios clasicos, pero que nunca son utiliza-
dos. Existen elementos auxiliares en cis,
que ayudan al reconocimiento de los exones
llamados aumentadores exonicos e introni-
cos del empalme (ESEs, ISEs) e inhibidores
exOnicos e intrénicos del empalme (ESSs,
ISSs). Hoy en dia, esta claro que el recono-
cimiento de los exones es alcanzado a tra-
vés de reconocimientos acumulados de mul-
tiples senales débiles, dando como resulta-
do una red de interacciones a lo largo de
los exones y de los intrones (40).

El hecho de que los nucleétidos flan-
queantes (-3 a +8) de los sitios de empal-
me no estén conservados, implica, que mu-
taciones en estas posiciones pueden produ-
cir o no alteraciones en el empalme normal
del preARNm (41). Se han descrito altera-
ciones en ¢l empalme por mutaciones en
esta region no conservada (41,42). Estos
hallazgos resaltan la importancia de prestar
mas atencién a los cambios nucleotidicos
en los intrones, antes de descartarlos como
polimorfismos benignos. Adicionalmente,
se deben tener muy en cuenta los elemen-
tos aumentadores e inhibidores del empal-
me y las senales de procesamiento del ex-
tremo 3’, debido a que cambios en estas se-
cuencias también pudieran provocar altera-
ciones en el empalmado del preARNm y en
la estabilidad del transcrito (40).

Aunque la variante IVS3+13C>T en-
contrada en esta investigacion, se encuen-
tra a 5 b corriente abajo de la region de in-
teraccion teodrica de la snRNA Ul, se desco-
noce si seria capaz de producir consecuen-
cias en el empalme, similares a las reporta-
das en mutaciones en la region de interac-
cion con snRNA Ul, corriente abajo de los
dinuclétidos conservados en el extremo do-
nador del intrén, que puedan resultar en un
sitio donador menos favorable que sitios
cripticos de empalme o, en la falta total de
reconocimiento del sitio de empalme, con

la correspondientes consecuencias en el
producto proteico codificado. Por otra par-
te, la localizacion de esta variante en el in-
tron del gen GABRB3 coincide con los re-
sultados reportados por otros autores que
apuntan a la existencia de un locus de sus-
ceptibilidad al autismo en o muy cercano a
esta region. McCauley y col. (24), utilizan-
do 59 SNPs a lo largo del intervalo de 1Mb
que contiene los genes GABRB3, GABRAS y
GABRG3 en 15q12, demuestran asociacion
significativa con 6 marcadores individuales,
(cinco de los cuales se encuentran en
GABRB3 y uno en GABRAS) y dos bloques
de haplotipos que incluyen a estos marca-
dores. Tres de los SNPs en el gen GABRB3
se encontraron en el intrén 3 de 150 Kb,
los SNPs 5y 6 en un solo bloque hacia el ex-
tremo centromérico de este intrén, y el
SNP 11, hacia el extremo telomérico del in-
tron, a 80 Kb del marcador 155CA-2
(Fig. 7), que ha sido asociado al autismo
por dos grupos de investigadores (8,17). En
el estudio de Nurmi y col. (27), utilizando
un subgrupo de Autistas, también se¢ apun-
to especificamente hacia esta region, obte-
niendo el pico de ligamiento hacia el extre-
mo 5’ del GABRBJ3 en el marcador D15S11,
a 40 Kb del marcador 155CA-2. Todo lo
cual apoya la posible existencia de un alelo
de susceptibilidad al autismo en la region
cercana al marcador 155CA-2 en ¢l intrén 3
del gen GABRB3.

Por otro lado, la presencia de la varian-
te IVS3+13C>T en el 44,44% de los pacien-
tes estudiados comparado con un 16,67%
de los controles, puede ser el reflejo de una
variante comiin en la poblacién, que en
conjunto con otras variantes en el mismo
gen, en genes relacionados o, con cambios
epigenéticos, pudiera explicar el fenotipo
autista y su gran heterogeneidad; pero que
por si sola, no seria capaz de producir un
efecto fenotipico resaltante, como se obser-
v6 recientemente en un estudio, en el que
ratones heterocigotos deficientes en gabrb3
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Fig. 7. Estructura del gen GABRB3. Polimorfismos STR: D15S97 (intrén 4), GABRB3 (60 Kb,
3"),155CA-2 (intr6n 3), D15S511(Intergénico).

(B3 +/-) mostraban un fenotipo normal
comparados con los ratones homocigotos
Knockout (83 -/-), aunque mostraban cam-
bios sutiles en el comportamiento y en el
electroencefalograma (43,44).

Una caracteristica definida de los feno-
tipos complejos es que ningiin locus contie-
ne los alelos que son necesarios o suficien-
tes para la susceptibilidad a la enfermedad
(45). Un problema, es identificar si la varia-
cion genética es debida a un pequefio nt-
mero de loci donde los alelos de susceptibi-
lidad son comunes, o debido a un nimero
mucho mayor de loci donde los alelos de
susceptibilidad son muy raros (46). Si la va-
riacion alélica en un locus de una enferme-
dad compleja es extensa, con miltiples ale-
los de susceptibilidad de origen indepen-
diente, la demostracion de asociacion entre
genotipos marcadores y el fenotipo de la
enfermedad puede verse afectada en forma
negativa (47).

El autismo es un trastorno con una
etiologia compleja, para el que se ha pro-
puesto una herencia oligogénica de alelos,
de un namero desconocido de genes, que se
ha estimado en hasta 20 genes que podrian
contribuir en el riesgo total, con heteroge-
neidad de locus, resultando que diferentes
familias tengan una combinacién diferente
de alelos de susceptibilidad (21, 48).

La hipétesis de que una variante po-
dria causar cambios que pudieran alterar el

empalme del preARNm del gen GABRB3,
esta en concordancia con los numerosos ha-
llazgos que apoyan el rol del sistema neuro-
transmisor GABA (dcido gamma amino bu-
tirico) en la susceptibilidad al autismo.
Blatt y col. (10) demostraron una reduc-
cion significativa en la densidad de sitios de
unién a benzodiazepinas y de los receptores
GABA-A en el hipocampo de cerebros de au-
tistas. Chugani y col. (49), utilizando To-
mogratia por Emisién de Positrones (PET)
también evidenciaron disminucion de re-
ceptores GABA-A en ninos con autismo. De
igual forma, se han observado niveles eleva-
dos de GABA en sangre y de su precursor
inmediato glutamato en autistas (11, 13,
50).

La neurotransmisién gabaérgica es ex-
tensa y los defectos pueden estar localiza-
dos en ciertas areas cerebrales con cambios
compensatorios en otras areas. Una posibi-
lidad, entre muchas, es que los niveles plas-
maticos elevados de GABA en Autistas, de
confirmarse, reflejen un incremento com-
pensatorio en la liberacién presinaptica de
GABA en respuesta a una hiposensibilidad a
un subgrupo de receptores GABA. Esto pu-
diera producir entonces un incremento en
la activacion postsindptica de otros subti-
pos normales de receptores GABA, resul-
tando en alteraciones complejas de la fun-
cién gabaérgica a lo largo del cerebro de
los pacientes con autismo (13).
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Toda esta evidencia refuerza la proba-
ble existencia de un locus de susceptibili-
dad al autismo en o muy cercano al intrén
3 del GABRB3, lo cual apoya la hipotesis de
que la variante IVS3+13C>T encontrada
en este estudio exploratorio, podria ser en
si misma un alelo de riesgo para el autismo
en los pacientes estudiados.

Esta investigacion constituye el primer
estudio publicado dedicado a la basqueda
de variaciones nucleotidicas en las regiones
codificantes y sus correspondientes regio-
nes intrénicas flanqueantes del gen
GABRBJ3 en pacientes con autismo. De las
restantes 3 variantes encontradas, la varian-
te p.P25P en el exén la, encontrada en 6
pacientes (33,33%), constituye una variante
silente reportada previamente en dbSNP
(38) en pacientes autistas coincidencial-
mente de una poblacién china, no dispo-
niéndose en la base de datos de SNP de nin-
guna informacién referente a su frecuencia
alélica. Sin embargo, a pesar de ser un poli-
morfismo silente, se encuentra en el nu-
cledtido -6, muy cercano de la region con-
senso 3’ del exdn 1a, por lo que su papel en
la interacciéon con la nucleorriboproteina
U1 no debe ser desestimado. También es in-
teresante resaltar, que este grupo de pa-
cientes, que representaba el 33,33% de los
casos, también presentaba la variante
IVS3+13C>T, ambas muy cercanas a sitios
de interaccion con la nucleorribonucleopro-
teina Ul del empalmesoma, y que el 66,66%
de los mismos, tenia un antecedente
familiar de autismo.

A pesar de que la coexistencia de las
dos variantes fue evidenciada en 16,67% de
los controles, se hace interesante la realiza-
cion de un estudio de asociacién amplio
con SNPs individuales y haplotipos que in-
cluyan estas dos variantes. También resulta
interesante resaltar que el 66,66% (4/6) de
los pacientes con ambas variantes tenian
antecedentes familiares de autismo, lo que
sugicre fuertemente en esas familias, la he-

rencia de un alelo de susceptibilidad al au-
tismo; mientras que por otra parte, en el
75% (3/4) de estas mismas familias el ante-
cedente era por la linea parental paterna, lo
que podria tener implicaciones en los meca-
nismos epigenéticos que pudieran influir en
la expresion del fenotipo autista como la
impronta genémica, en concordancia con lo
sugerido previamente por Shao y col. (26).

El tercer y cuarto SNP: IVS5+40T>G
e IVS7-70A>G fueron identificados en dos
pacientes diferentes y se encuentran locali-
zados en regiones intrénicas alejadas de los
sitios claves para el empalme del ARNm.
Ninguno de éstos ha sido reportado en la
base de datos de SNP (dbSNP) (38); vy, aun-
que solo se evidenciaron en pacientes en
forma individual, constituyen nuevas varian-
tes presentes en nuestra poblacion que me-
recen ser estudiadas mas extensamente
para determinar sus frecuencias alélicas y
su posible inclusién en un haplotipo asocia-
do con el autismo.

Aunque no se encontraron mutaciones
no sinénimas en las regiones codificantes
del gen GABRBJ3 en nuestros pacientes, no
es posible excluir del todo la posibilidad de
que en una muestra mayor o en poblaciones
diferentes a la nuestra, puedan existir éstas
y estar asociadas como alelos de susceptibi-
lidad a subgrupos especificos de pacientes
con autismo; sin embargo, se puede afirmar
que en los pacientes estudiados, de existir
una disfuncién cualitativa o cuantitativa en
la subunidad B3 del receptor del GABA-A,
ésta no se debe a mutaciones puntuales que
produzcan una sustitucion directa de un
aminoiacido por otro diferente en la
proteina.

Esta investigacion ha sido pionera en
el andlisis molecular de genes candidatos
de susceptibilidad al autismo en Venezuela,
y cumpli6 el objetivo de identificar varian-
tes en el gen GABRB3, algunas de las cua-
les podrian ser candidatas para la realiza-
cion de estudios funcionales y de expresion
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génica. Dado que se traté de un estudio ex-
ploratorio, se hace necesaria la corrobora-
cion de los hallazgos obtenidos en una
muestra mayor que permita la realizacion
del anilisis de asociacién correspondiente.
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