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Introduccion. El espectro autista constituye un grupo de trastornos graves del neurodesarrollo, con
un fuerte componente genético. Se ha sugerido un papel importante del sistema serotoninérgico en
el desarrollo de este grupo de trastornos, con base en los estudios de respuesta a medicamentos y la
hiperserotoninemia, caracteristica comun en el autismo. Se han implicado multiples moléculas en el
metabolismo y la neurotransmisién de la serotonina; sin embargo, los resultados de los estudios han
tenido poca congruencia entre diferentes poblaciones.

Objetivos. Evaluar la relacion entre el autismo y el polimorfismo de nucleétido simple (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) en los genes SLC6A4, HTR2A e ITGB3, en una muestra de la
poblacién antioquefa.

Materiales y métodos. Se genotipificaron 42 nucleos familiares con autismo para 10 variantes en
los genes SLC6A4, ITGB3y HTR2A. Se evalud la asociacion utilizando la prueba de desequilibrio en
la transmisién. Se exploré el impacto de la interaccion entre estos genes y el autismo, utilizando la
reduccion multidimensional.

Resultados. Se encontrd asociacion de las variantes rs4583306 (OR=2,6, p=0,004) y rs2066713
(OR=2,2 p=0,03), en el gen SLC6A4, y asociacién de combinaciones genotipicas entre los genes
SLC6A4y HTR2Ay el riesgo de autismo (p=0,0001).

Conclusiones. Se encontré asociacion significativa con variantes en el gen transportador de serotonina
con el autismo, al igual que interaccion entre variantes en los genes HTR2A con SLC6A4. Estos
resultados concuerdan con los de estudios previos en otras poblaciones y son pruebas a favor del
papel del sistema serotoninérgico en la etiologia del espectro autista.

Palabras clave: trastorno autistico/genética, estudios de asociacion genética, serotonina, polimorfismo
de nucleodtido simple, polimorfismo genético, epistasis genética.
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Evidence for association and epistasis between the genetic markers SLC6A4 and HTR2A in
autism etiology

Introduction. Autism spectrum disorders are severe neurodevelopmental disorders with a strong
genetic component. The potential role of the serotoninergic system in the development of autistic
disorder has been based on the observation of hyperserotoninemia in autistic subjects and the results
of drug treatment studies. Multiple molecules involved in serotonin metabolism and neurotransmission
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have been studied; however, replication studies have been inconsistent. This may be partially related
to the marked genetic heterogeneity of autism in different populations.

Objectives. The relationship between autism and single nucleotide polymorphisms of SLC6A4, HTR2A
and ITGB3 genes was evaluated in an urban population of northwestern Colombia.

Materials and methods. In Antioquia, Colombia, 42 families with history of autism were screened for
10 SNPs in SLC6A4, HTR2A and ITGB3 genes and evaluated for associations with the transmission
disequilibriumtest. The interactions among these genes and autism was assessed with multidimensional
reduction methods.

Results. A significant main effect was seen among the SLC6A4 gene variants rs4583306 (OR=2.6,
p=0.004) and rs2066713 (OR=2.2, p=0.03). No main effect of the ITGB3 or HTR2A variants was found,
however, in the interaction effects, the SLC6A4 and HTR2A genes demonstrated significant evidence
of association with autism (p<0.001).

Conclusion. Significant association of markers were discovered within the SLC6A4 gene and the
combination of SLC6A4 and HTR2A (S-A) genes to autism. These results were consistent with
previous studies conducted in other populations and provide further evidence for the implication of the
serotoninergic system in the etiology of autistic disorders.

Keywords: Autistic disorder/genetics, genetic association studies, serotonin; polymorphism, single
nucleotide; polymorphism, genetic; epistasis, genetic.
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El autismo es un trastorno del neurodesarrollo
que se hace evidente hacia los tres afos de edad
y se caracteriza por limitacion o ausencia de
comunicacion verbal, dificultades en la reciprocidad
social y comportamientos e intereses restringidos,
repetitivos y estereotipados (1,2). Este trastorno
hace parte de los trastornos del espectro autista.
Los trastornos del espectro autista constituyen
un fenotipo mas amplio que incluye, ademas del
autismo, el sindrome de Asperger y el trastorno
generalizado del desarrollo, no especificado
(Pervasive Developmental Disorder, PDD-nos),
los cuales se diferencian por la gravedad de los
sintomas, el desarrollo temprano del lenguaje y el
comportamiento cognitivo y social (1,2).

Los estudios epidemioloégicos han demostrado un
importante componente genético en la predispo-
sicién al autismo. Se estimé una concordancia en
gemelos monocigéticos entre 26 y 96 % v, entre 0 y
30 %, para gemelos dicigéticos del mismo sexo (3).
Ademas, se estimd un riesgo de recurrencia para
autismo y los trastornos generalizados del desarrollo
entre familiares en primer grado de un afectado, 75
veces mayor que el riesgo en la poblaciéon general.
Este riesgo de recurrencia sugiere un patrén de
herencia complejo, donde varios genes interactian
sobre el riesgo para desarrollar el trastorno (4).
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Uno de los hallazgos mas comunmente replicados
en pacientes con autismo es el incremento en los
niveles de serotonina (5HT, 5-hidroxitriptamina) en
las plaquetas, presente en, aproximadamente, un
tercio de los casos y sus familiares en primer grado
(5-9).

La serotonina (5-hidroxitriptamina) es un neurotrans-
misor monoamina, involucrado en la regulacion
de funciones biolégicas como el comportamiento
emocional, el suefio, la sensibilidad al dolor y la
liberacion de hormonas, y juega un papel crucial
en la sinaptogénesis y el neurodesarrollo (10,11).

Se ha demostrado que la serotonina promueve el
crecimiento de neuritas (axones y dendritas), la
sinaptogénesis, y la organizacién y diferenciacion
de estructuras limbicas, que incluyen hipotalamo,
talamo, amigdala y nucleo,estriado (12-15). Los
cambios en los niveles de serotonina y otros
neurotransmisores pueden llevar al desarrollo
cortical aberrante, ya que las fibras aferentes
provenientes del nucleo del rafe se proyectan a la
corteza cerebral durante un periodo critico en la
morfogénesis (16-19).

Varias lineas de investigacién apoyan el papel
de una disfuncion en la neurotransmision
serotoninérgica en la etiologia del autismo. Se
ha demostrado que algunos nifilos con autismo
carecen del pico de produccion de serotonina visto
en niflos con desarrollo normal; esta reduccion
se observé especificamente en las vias dentado-
talamo-corticales (20).

A pesar del incremento observado en los niveles de
serotonina en las plaquetas, se ha demostrado la
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reduccion significativa en la union del neurotransmisor
a sus receptores 5HT2 en la corteza cerebral de
individuos con trastornos del espectro autista y sus
familiares en primer grado (21,22). Mas aun, en los
estudios se encontr6 que esta disminucidn en la
unién a los receptores era inversamente proporcional
a los niveles de serotonina en plaquetas (21).

Estas alteraciones en la funcién serotoninérgica
pueden estar determinadas por factores genéticos
que, a la vez, pueden ser factores de riesgo para
el autismo. Tres de los genes involucrados en la
regulacion de la neurotransmisién de la serotonina
y que, ademas, son fuertes candidatos posicionales
en la etiologia genética del autismo, son SLC6A4,
ITGB3y HTR2A.

En los estudios se ha demostrado un importante
caracter hereditario de los niveles de serotonina
en plaquetas tanto en individuos sanos como en
autistas (23-25), y los genes SLC6A4 y ITGB3
fueron identificados como locique tienen efecto sobre
los niveles de serotonina en plaquetas (26-28).

El gen SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member
4), que codifica para la proteina transportadora de
serotonina (Serotonin Transporter, SERT), ha sido
particularmente estudiado en la etiologia genética
del autismo, debido a la mejoria de los sintomas
conductuales con el uso de inhibidores de la
recaptura del neurotransmisor (19,29-32). Ademas,
es un fuerte candidato posicional debido a su
localizacion en la region 17g11.1-q12 (27,33,34),
asociada constantemente con el autismo.

La SERT se expresa tanto en cerebro como en
plaquetas, y un cambio en su funcion puede alterar
el desarrollo del cerebro y contribuir a la alteracién
en los niveles de serotonina en plaquetas (35).
La SERT controla la duracidon, disponibilidad
y capacidad de la sefalizacion en la sinapsis
serotoninérgica; ademas, juega un papel critico
en la homeostasis, la distribucion espacial y la
intensidad de la sefalizacion de la serotonina con
sus receptores (21).

Se reportd un polimorfismo, 5-HTTLPR (Serotonin-
Transporter-Linked Polymorphic Region), en la
region promotora del gen SLC6A4, que consiste
en una insercién o delecion de 44pb, debida a la
presencia de 14 o 16 copias de una secuencia
repetida de 20 a 23 pb de longitud (36). El promotor
que contiene el alelo de la inserciéon incrementa
su eficiencia en la transcripcion, lo que conlleva
al incremento en la expresion de la proteina
transportadora de serotonina y, por lo tanto, a la
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mayor eficienciaenlarecapturadel neurotransmisor
del espacio sinaptico. La insercién presenta una
actividad de aproximadamente el doble de la del
alelo con la delecion, y la captacion de serotonina
en lineas de linfoblastos homocigotas para la
insercion fue 1,9 y 2,2 veces la captacion de las
lineas con una o dos copias con la delecién en el
promotor (37).

Se han llevado a cabo multiples estudios de
asociacion con diversos polimorfismos en el gen
SLC6A4; particularmente, se ha centrado la atencién
en el polimorfismo 5-HTTLPR, dada su importancia
en la regulacion de la expresion, en diferentes
poblaciones. Sin embargo, los resultados han sido
conflictivos, en tanto que en algunos estudios se
reporta la delecién como alelo de riesgo del trastorno
(38-42) y en otros estudios se ha encontrado la
inserciéon como la variante de riesgo (10,43).

En el gen SLC6A4 se identificaron variantes raras
que “cosegregan” con los rasgos del espectro
autista en familias con, al menos, dos casos, y
estas variantes se correlacionan con la gravedad
del comportamiento compulsivo (44). Ademas, se
observé una correlacion del genotipo en 5-HTTLPR
con la variabilidad en el fenotipo de autismo, de tal
manera que los individuos con una o dos copias de
la delecion presentaron una mayor gravedad en el
dominio de comunicacién no verbal y los individuos
homocigotos para la insercién presentaron mayor
gravedad en los comportamientos estereotipados
y en la agresividad (45).

Se ha identificado asociacién entre el genotipo
en 5-HTTLPR y la respuesta al tratamiento
con inhibidores de la recaptura de serotonina
(Selective Serotonin Reuptake Inhibitors, SSRI);
los individuos homocigotos para el alelo de la
insercion presentan una mejoria de los sintomas
de agresion y de los relacionados con el suefio,
pero los individuos con una o dos copias de la
delecion no la presentan (46,47). Finalmente, no se
encontrd asociacion ni ligamiento genético entre el
polimorfismo 5-HTTLPR y el autismo en diferentes
estudios (6,15,48,49).

Elgen ITGB3codifica para la proteinaintegrina beta
3, que es una subunidad del receptor de fibrindgeno
especifico de plaquetas y megacariocitos. El gen
ITGB3esta localizado en la regién 17g21.3, para la
cual se ha encontrado asociacién significativa con
los trastornos del espectro autista en diferentes
estudios (33,50-52). Se identificaron alelos o
haplotipos comunes en el gen ITGB3, que confieren
riesgo para el autismo (53,54); sin embargo, esta
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asociacion no se replico en familias de origen
irlandés (55). Ademas, se identificaron efectos
epistaticos significativos entre los genes ITGB3 y
SLC6A4 sobre el riesgo de autismo (5,56).

El gen HTR2A es también un candidato posicional;
se encuentra en el brazo largo del cromosoma
13q14-g21, una region que ha sido asociada
consistentemente con autismo (57-61). Este gen
codifica para el receptor 2A de serotonina (5-HT2A),
que hasidoimplicado enlafisiopatologia del autismo
mediante diferentes estudios funcionales. Existe
una reduccion de la densidad de receptores, asi
como de la respuesta neuroendocrina mediada por
receptores 5-HT2, en pacientes con autismo (62).
Estas alteraciones en la union de los receptores
5-HT2 se han observado en familiares en primer
grado de los pacientes (22), y en ambos estudios
estos hallazgos se correlacionaron negativamente
con los niveles de serotonina en plaquetas.

Recientemente, se observd una reducciéon en el
potencial de unién de los receptores 5-HT2 en
la corteza cerebral de padres de enfermos con
autismo (63).

En dos estudios no se encontrd asociaciéon entre
variantes en el gen HTR2A y autismo en poblacion
caucasica (8), ni en nucleos familiares de origen
indio (64). Sin embargo, en una muestra de Corea,
se encontré6 un haplotipo conformado por dos
variantes en este gen asociado con lapredisposicion
al autismo (43). Recientemente, un estudio hecho
en poblacién coreana, mostré una aumento de
la transmision del alelo G y una asociacion del
genotipo GG de la variante rs6311 ubicada en el
promotor del gen, al comparar 103 pacientes con
autismo con un grupo de 214 controles (65).

Las discrepancias entre los estudios que buscan
genes de predisposicion al autismo, se explicarian
por la amplia heterogeneidad genética que subyace
en el trastorno en las diferentes poblaciones e,
incluso, dentro de una misma poblacién, y la
complejidad genética propia del autismo en la
que intervienen multiples genes, cada uno de los
cuales aporta un riesgo modesto. Finalmente, los
estudios no cubren la amplia variabilidad en los
genes candidatos que contribuyen al trastorno; por
lo tanto, el encontrar asociacion dependera de los
niveles de desequilibrio de ligamiento en el gen, los
cuales dependen de la historia de cada poblacion.

La poblacién de Antioquia, Caldas, Risaralda, norte
del Valle y norte del Tolima, esta conformada por
un nucleo fundador comun y es producto de una
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mezcla triétnica, de las poblaciones continentales
amerindia, europeay, en menor proporcion, africana
(66). Esta poblacion alcanzé su mayor expansién
demogréfica en condiciones de aislamiento, hecho
que favorece su homogeneidad genética, como se
ha demostrado mediante los niveles de diversidad
genética, muy similares a los de otras poblaciones
con historia de aislamiento muy bien documentado,
como la finlandesa y los judios ashkenazi (67-70).
La mezcla genera desequilibrio de ligamiento entre
todos los loci del genoma y, dado que este evento
ocurrié recientemente, las vias de desequilibrio de
ligamiento en esta poblacion son amplias, lo que
permite abarcar una mayor variabilidad con menor
namero de marcadores genéticos (71). Estas
dos caracteristicas que presenta esta poblacion
conocida como “paisa”, favorecen la identificacion
de variantes genéticas de mayor exposicion
involucradas en algunas enfermedades.

Dados estos antecedentes, en este estudio se
evalla la asociacién alélica y de combinaciones
alélicas entre variantes en los genes involucrados
en la funcién serotoninérgica y la predisposicion al
autismo mediante la prueba de desequilibrio en la
transmision en una muestra proveniente de esta
poblacion. Ademas, se evalu6 la asociacion entre
los subfenotipos de autismo con las variantes en
los genes SLC6A4, ITGB3y HTR2A, ajustadas por
edad, coeficiente intelectual y sexo.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio y evaluacion clinica

Los pacientes se seleccionaron mediante la
Fundacion Integrar de Medellin, remitidos por
pediatras, neurélogos, educadores de la ciudad,
y mediante la consulta particular de los médicos
vinculados a la investigacién, por lo cual, el tipo de
muestreo es por conveniencia. Se incluyeron los
pacientes que cumplieron los criterios definidos y
fueron remitidos entre los afios 2006 y 2010.

Los pacientes fueron evaluados por un grupo
clinico que incluy6 neuropediatra, sicélogo infantil
y educador especial; se verificaron los criterios del
“Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos
mentales - IV’ (DSM-IV) para el autismo o el
sindrome de Asperger.

Los criterios de exclusién fueron la presencia de
malformaciones tipicas de formas del sindrome
de autismo, manchas sugestivas de esclerosis
tuberosa y neurofobromatosis, retardo mental
grave, cariotipo anormal, fragilidad del cromosoma
X, prematuridad e hipoxia perinatal.
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En todos los pacientes se evalué la presencia
de sintomas en los tres dominios para autismo:
incapacidad en la interaccion social reciproca,
en la comunicacion y la presencia de patrones
de comportamiento restringidos y estereotipados,
mediante la Entrevista Diagndstica para el Autismo
- Revisada (ADI-R, Autism Diagnostic Interview-
Revised) (72) y el instrumento diagnéstico de
Observacion Diagnéstica del Autismo (ADOS,
Autism Diagnostic Observation Schedule) (73).
Estos instrumentos diagnosticos generan una
calificacion de gravedad en las tres dimensiones,
durante el curso de la vida (ADI-R) y en el momento
de la evaluacién (ADOS).

La ADI-R es una entrevista basada en los criterios
del Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-1V, 1994) y la International
Classification of Diseases (ICD-10; 1992), la cual
debe hacerse a los padres o personas a cargo y
su proposito es hacer un diagnéstico de autismo o
de alteraciones del espectro autista en pacientes de
mas de dos afos de edad. Esta compuesta por 93
iftems y su aplicacion lleva un tiempo aproximado
de dos horas y media (74). EI ADOS es una escala
semiestructurada (75) de observacion directa del
individuo que se basa en la conducta para determinar
el posible diagnostico. En ella se evallan varias
caracteristicas dependientes del nivel de desarrollo
del lenguaje alcanzado por el paciente, ya que se
encuentra disefiada tanto para individuos verbales
como no verbales, con el fin de abarcar individuos
con diferentes niveles de desarrollo (76).

A los casos se les hizo la medicion del funciona-
miento intelectual apropiada para su edad y se
excluyeron los individuos con un puntaje por debajo
de 30 para evitar confusiones en el diagnoéstico.

Con el fin de minimizar la posible heterogeneidad
genética en la muestra de estudio, se incluyeron
los individuos cuyos bisabuelos, al menos seis de
ocho, pertenecieran a la poblacion “paisa”.

Muestras biolégicas y genotipificacion

Se tomaron 10 ml de sangre periférica de cada
uno de los pacientes, con el proposito de hacer
un cariotipo y evaluar la fragilidad cromosomica, y
para extraer el ADN.

Se establecio el cariotipo con bandeo cromosémico
R de tipo replicativo de alta resolucién y se evalud
la fragilidad del cromosoma X mediante el cultivo
en medio pobre en &cido félico. Se evaluaron 100
mitosis para determinar el numero, la morfologia y
la presencia de rupturas cromosémicas.

Efecto de los genes SLC6A4'y HTR2A en el autismo

El ADN se extrajo por métodos estandar de fenol-
cloroformo y se genotipificaron las variantes
genéticas seleccionadas. Se obtuvo una muestra
de sangre de los dos padres del caso indice para
su genotipificacién.

Se amplificaron las regiones cromosémicas que
albergan las variantes seleccionadas mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
en un volumen final de 25 pl, que contenian 50
ng de ADN genomico, 0,25 pM de cada iniciador
(primer), 200 pM dNTP, 0,5 unidades de Taqg DNA
polimerasa Invitrogen®, 1X de solucion tampdn
(MgCl,: 1,5 Mm, KCI: 50 mM, Tris: 10 mM, pH:
8,3) proveido con la Taq polimerasa. El perfil de
temperaturas utilizadas en esta amplificacion fue:
94 °C durante 5 segundos, seguido de 35 ciclos
de amplificacién a 94 °C durante 30 segundos,
50 a 60 °C durante 30 segundos, 72 °C por 30
segundos vy, finalmente, un ciclo de extensién
final a 72 °C durante 10 minutos. Se comprobd
esta amplificacion en geles de agarosa al 2 % y
el producto amplificado se sometio a digestién
con la enzima especifica que reconoce uno de
los dos alelos de cada variante. Las variantes
evaluadas, la secuencia de los cebadores para la
amplificacion y la enzima de restriccion especifica,
se presentan en el cuadro 1.

Las secuencias de los SNP se tomaron de la base
de datos http://ncbi.nim.nih.gov y las secuencias
de los iniciadores y condiciones de PCR se
obtuvieron en el software PRIMERS3plus (http://www.
bicinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.
cgi) y de los reportes en otros estudios.

La genotipificacion de los SNP (cuadro 1) se realizd
por medio de digestién con enzimas de restriccidén
especificas para cada polimorfismo, bajo las
condiciones recomendadas. Las enzimas fueron
escogidas empleando el software NEBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2) y los genotipos
se resolvieron en geles de agarosa entre 2y 3 %,
segun el tamafo del fragmento por resolver (figura
1). En cada gel se utilizaron controles homocigotos
para la digestion, para verificar la digestion total
del amplicén. Se hizo doble lectura independiente
de los genotipos y, en caso de que no hubiera
consenso, se repitid la genotipificacion.

Las muestras fueron codificadas de tal manera
que el proceso de genotipificacién fuera ciego a
la condicion de afeccion y a la estructura de las
familias nucleares. Se utilizaron duplicados para
verificar la calidad de los genotipos y, en el caso de
genotipos dudosos, se repitieron para confirmarlos.
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Cuadro 1. Genes y variantes estudiadas
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Gen Variante Alelos Primers Enzima Localizacion
HTR2A rs6314 T/C F_AGT CTA GCCAAC TTC AAATGG Mspl Exo6n 3 (His452Tyr)
R_CAC ACAGCT CACCTTTTCATT CA
rs1923884 C/IT F_TCTCATCTTGGCCTTGCTCT Hpy188ll Intrén
R_GCCCAGGGGCACTAATCTAT
GA-1438 G/A F_AAGCTGCAAGGTAGCAACAGC Bsml Promotor
R_AACCAACTTATTTCCTACCAC
ITGB3 rs15908 G/T F_CCCGTTTCCTTTCAGTTCAA Taqgl Ex6n 9 (sinénimo)
R_ACCTCACCGTGTCTCCAATC
rs5918 C/T F_CAGGAGGTAGAGAGTCGCCAT Hpall Exén 3 (Leu452 Pro)
R_TGACTTGAGTGACCTGGGAGC
rs3760372 C/IT F_GGGCCTGTGCAGTACAAAAT Hpall Intrén
R _GGACCACTCCAAACCCCTAT
rs2056131 T/C F_GGGGTTATAATCCGGGAATC Bcecl Intrén
R_CAGGAGTTCGAGACCAGCTT
SLC6A4 5-HTTLPR In/Del F_GGCGTTGCCGCTCTGAATGC In/Del Promotor 44 Indel
R_GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC
rs4583306 A/G F_GAAAACTGTGTGCCCTCCAT BsmFI Intrén
R_ GAAGACATCAGAGGGGGCTA
rs2066713 T/C F_CTTCTGAGATGGACCGCATT Sfcl Intrén

R_TCCTGACCTCACATGATCCA

Se verificaron inconsistencias mendelianas y se
excluyeron aquellas familias que las presentaron.

Analisis estadistico

Se calcularon los datos estadisticos descriptivos
de los subfenotipos de autismo para los pacientes
y por grupos definidos segun el sexo, y se evaluo
la diferencia entre estos grupos, asi como la
correlacién entrelos subfenotipos clinicos, mediante
pruebas paramétricas o no paramétricas, segun se
cumplié el supuesto de distribucién normal de los
datos, con el software SPSS™, versién 18.

El calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas,
la evaluacion de la transmisién mendeliana, asi
como el equilibrio de Hardy-Weinberg para los
casos indice y los padres, se llevaron a cabo
con el software PLINK, disponible en http://pngu.
mgh.harvard.edu/~purcell/plink/index.shtml  (77). Se
evalué el desequilibrio de ligamiento entre pares
de variantes con el software HAPLOVIEW (versién
4.0) disponible en http://www.broadinstitute.org/
scientific-community/science/programs/medical-
and-population-genetics/haploview/downloads (78).

La transmision diferencial de alelos de padres
a hijos afectados se evalué con la prueba de
desequilibrio en la transmisién (79). El disefio de
trios presenta ventajas sobre los estudios de casos
y controles y sobre los métodos de ligamiento
genético paramétricos, ya que es sdélido a la
estratificacion de la poblacion y tiene mas poder
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para detectar genes con efecto genético moderado
que los andlisis de ligamiento, a la vez que no
requiere de la obtencion de familias extensas
con multiples individuos afectados. La prueba
de desequilibrio en la transmisién se practico
mediante el programa UNPHASED, disponible
en http://www.mrcbsu.cam.ac.uk/personal/frank/
software/unphased/ (80), el cual permite hacer
una regresioén logistica condicional de los alelos y
haplotipos transmitidos frente a los no transmitidos
a los casos. Para cada andlisis de asociacion se
hicieron 10.000 permutaciones, para evitar el error
generado debido a multiples pruebas.

Se hizo una aproximacion a la posible interaccion
de las diferentes variantes estudiadas sobre
el riesgo de autismo, utilizando el analisis de
reduccién dimensional multifactor (81,82). La
reduccién dimensional multifactor es un método
libre de modelo, que no asume un patrén de
herencia particular y no estima ningun pardmetro,
en contraste con la regresion logistica, por ejemplo.
El método de reduccion dimensional multifactor
agrupa los genotipos (para uno o multiples loci)
en grupos de alto y bajo riesgo, reduciendo de
esta manera las dimensiones del genotipo que
se espera prediga el rasgo de interés. Luego, se
evalla la capacidad de este nuevo genotipo, que
es unidimensional aunque incluya informacion de
multiples loci, para clasificar y predecir el rasgo de
interés utilizando pruebas de validacién cruzada y
permutaciones (83).
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Figura 1. Genotipificacién por el método de PCR-RFLP y resolucion de genotipos en geles de agarosa
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El método de reduccion dimensional multifactor fue
diseflado para datos de casos y controles; por lo
tanto, se extrajo de cada familia el individuo caso
y se construyd el genotipo de un “seudocontrol”,
a partir de los alelos de los padres que no fueron
transmitidos a los hijos afectados (84,85).

Para evaluar el papel de los polimorfismos sobre la
gravedad de los sintomas en las tres dimensiones
del autismo, se consider6 la calificacion obtenida
por la ADI-R como la variable dependiente en un
modelo de regresion lineal, en el cual el genotipo,
la edad, el sexo y el coeficiente intelectual fueron
las variables independientes, utilizando el software
estadistico SPSS™, version 18.

Consideraciones éticas

El protocolo de este estudio fue aprobado por
el Comité de Etica de la Sede de Investigacion
Universitaria de la Universidad de Antioquia. Todos
los participantes o su representante legal, leyeron
y comprendieron el documento informativo del
estudioy posteriormente firmaronunconsentimiento
informado.

Resultados

Se identificaron 42 casos de origen antioquefo,
de los cuales, cuatro tuvieron diagndstico de
sindrome de Asperger y 38 de autismo clasico.
De los casos, 32 eran hombres y 10 mujeres, con
una razén de 3,2 hombres por una mujer afectada.
Las caracteristicas fenotipicas, con relacién a la
deficiencia en las tres dimensiones de sintomas
autistas y desempefio intelectual, se presentanen el
cuadro 2. No hubo diferencias significativas para la
edad entre hombres y mujeres, pero si se encontrd
una mayor deficiencia en la interaccion social
reciproca medida con la ADI-R en las mujeres en
comparacion con el sexo masculino, con promedios
de 26,4 versus 22,8, para este subfenotipo. Los
hombres tuvieron un mejor desempenio intelectual,
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aunque no fue significativamente diferente (70,5
Vs. 57,6; p=0,18).

Para las dimensiones de sintomas de autismo, se
encontrd alta correlacion entre las deficiencias en
la interaccion social reciproca y las deficiencias
en la comunicacién y coeficiente intelectual, con
coeficientes de correlacién de 0,66 (p=0,001) y
-0,62 (p=0,001), respectivamente. Por el contrario,
la dimensién de comportamientos e intereses
restringidos y estereotipados, no se correlacioné
con la interaccion social (r=0,23; p=0,15) ni con
el desempefio intelectual (r=-0,01; p=0,97) y tuvo
una leve correlacién con las deficiencias en la
comunicacion (r=0,35; p=0,04).

El marcador rs6314 presentd una frecuencia
del alelo menor T, de 0,07; hubo ausencia del
genotipo homocigoto para el alelo T (cuadro 3); vy,
dado que los padres que se tienen en cuenta para
la prueba de asociacion basada en desequilibrio
en la transmisién son solo los heterocigotos, cuya
frecuencia es del 13 % para este marcador, este
fue descartado para el andlisis.

Las frecuencias alélicas y genotipicas para los
casos y sus padres, fueron similares y se presentan
en el cuadro 3. Los genotipos se distribuyeron
de acuerdo con lo esperado bajo el modelo del
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se evidencié un exceso significativo en la
transmision de alelos para dos polimorfismos en
el gen SLC6A4, del transportador de serotonina.
El alelo G para el marcador rs4583306 (OR=2,64,
p=0,004) y el alelo C de la variante rs2066713
(OR=2,18, p=0,026), se transmitieron con mayor
frecuencia a los descendientes afectados que el
alelo complementario (cuadro 4). Esta asociacion
permanecié aun después del ajuste por las
permutaciones. Los dos marcadores rs4583306
y rs2066713 se encontraron en el mismo bloque

Cuadro 2. Caracteristicas demograficas y fenotipicas de los casos y diferencias por sexo

Caracteristica Media

Sexo Hombres (n=26) Mujeres (n=8) Sig. bilateral
Edad 8,3+5,1 8,5+4,2 0,94
Interaccion social reciproca 22,8+6,3 26,4+7,7 0,04
Comunicacién verbal 16,446,11 16+2,7 0,76
Comunicacién no verbal* 10,4+3,9 11,5+2,5 0,30
Comportamientos restringidos y 6,1+2,9 6,4+4,2 0,72
estereotipados

Coeficiente intelectual 70,5+24,7 57,6+18,7 0,18

Sig. bilateral: significancia de la prueba estadistica T; *: significancia estadistica de la prueba estadistica U de Mann-Whitney.
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de ligamiento (figura 2c). Ademas, se observo una
tendencia a la asociacion para el polimorfismo
de la insercién/delecion en la regiébn promotora
de este mismo gen 5HTTLPR, que segrega
independientemente del bloque haplotipico de
los marcadores rs4583306 y rs2066713. Para
el marcador 5HTTLPR se observd una mayor
transmision del alelo de la delecion S, con un
OR 1,79 (IC,.., 0,9-3,4; p=0,07) en relacion con

95%

Cuadro 3. Frecuencias alélicas y genotipicas

Efecto de los genes SLC6A4'y HTR2A en el autismo

el nimero de veces que este alelo se dejé de
transmitir al descendiente afectado.

No se encontraron pruebas de asociacion para
ninguno de los polimorfismos independiente en los
genes ITGB3 ni HTR2A, en la muestra evaluada.

Debido a las limitaciones en el tamafio de muestra,
solo se evaluaron haplotipos conformados por pares
de marcadores; estos resultados se presentan en

Gen Marcador Grupo Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
T CT cC T (o]
HTR2A rs6314 Casos 0,00 0,17 0,83 0,08 0,93
Padres 0,00 0,13 0,87 0,07 0,92
T CT cC T (o]
rs1923884 Casos 0,05 0,20 0,76 0,15 0,85
Padres 0,04 0,23 0,74 0,15 0,85
GG GA AA G A
GA-1438 Casos 0,17 0,33 0,50 0,33 0,67
rs6311 Padres 0,17 0,35 0,48 0,34 0,66
GG GT TT G T
ITGB3 rs15908 Casos 0,17 0,43 0,40 0,39 0,61
Padres 0,20 0,39 0,41 0,40 0,60
cc CT TT C T
rs5918 Casos 0,03 0,18 0,79 0,12 0,88
Padres 0,06 0,16 0,78 0,14 0,86
TT CT CcC T C
rs3760372 Casos 0,17 0,34 0,49 0,34 0,66
Padres 0,11 0,46 0,43 0,34 0,66
TT CT cC T (o
rs2056131 Casos 0,12 0,39 0,49 0,32 0,68
Padres 0,13 0,45 0,43 0,35 0,65
SS LS LL S L
SLC6A4 5-HTTLPR Casos 0,23 0,59 0,18 0,47 0,53
Padres 0,19 0,51 0,30 0,45 0,55
GG GA AA G A
rs4583306 Casos 0,29 0,51 0,20 0,55 0,45
Padres 0,18 0,53 0,29 0,44 0,56
TT CT CcC T (o
rs2066713 Casos 0,07 0,37 0,56 0,26 0,74
Padres 0,10 0,46 0,44 0,33 0,67

Cuadro 4. Prueba de desequilibrio en la transmision (TDT) de variantes en autismo

Gen SNP A1 Trans No trans OR OR IC95% P
HTR2A rs1923884 T 12 12 1,00 0,4-2,5 1,00
GA-1438 G 19 19 1,00 0,4-2,3 1,00
ITGB3 rs5918 T 56 53 1,75 0,5-5,9 0,36
rs15908 G 22 21 1,10 0,5-2,6 0,83
rs3760372 T 27 27 1,00 0,5-1,9 1,00
rs2056131 C 51 48 1,18 0,6-2,3 0,61
SLC6A4 S5HTTLPR S 40 29 1,79 0,9-3,4 0,08
rs4583306 G 40 22 2,64 1,3-5,3 0,01
rs2066713 C 55 42 2,18 1,1-4,5 0,03

Trans: numero de veces que los padres heterocigotos transmitieron el alelo definido como A1 a sus descendientes afectados; No
trans: numero de veces que los padres heterocigotos no transmitieron el alelo definido como A1 a sus descendientes afectados.
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el cuadro 5. El haplotipo S-G, conformado por los
polimorfismos 5HTTLPR y rs4583306 del gen del
transportador de serotonina SLC6A4, se asoci6 con
un incremento de tres veces el riesgo de autismo
(OR=3,4; IC,,1,1-9,9; p=0,01) y el haplotipo G-C
de los SNP rs4583306-rs2066713 presentaron un
incremento de dos veces para el riesgo de padecer
autismo; nuevamente, ambos polimorfismos estaban
en el gen SLC6A4. No se identificd asociacion signifi-
cativa con otros haplotipos.

Para evaluar el impacto de combinaciones de dos y
tres SNP en los tres genes evaluados en la etiologia
del autismo, se utiliz6 el método de reduccion
dimensional multifactor. Los tres mejores modelos
que explican el autismo se presentan en el cuadro 6.

Los dos primeros modelos estan constituidos
béasicamente por los polimorfismos en el gen
SLC6A4, SHTTLPR. El modelo que incluye estos
dos polimorfismos tiene una prueba de precision
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balanceada maxima de 0,78 (p<0,0001), lo que
indica que este modelo tiene la capacidad de
clasificar adecuadamente el 78 % de los individuos
incluidos en el analisis como casos o controles y
tiene una validacién cruzada de 10/10. El mejor
modelo de tres SNP incluye, ademas de los
polimorfismos anteriores, al SNP GA-1436 en el
receptor de serotonina, HTR2A. Este ultimo modelo
incrementé la capacidad de clasificacion en el 7 %.
Este modelo clasifica adecuadamente el 85 %
de los individuos usados en el analisis (prueba de
precision balanceada de 0,85, p<0,0001) y tiene
una validacién cruzada de 6/10. Esto indica que
un modelo de interaccion entre los genes SLC6A4
y HTR2A esta asociado con el incremento en el
riesgo de autismo.

Estas variantes podrian participar en la modificacion
del efectode otrasvariantesy estarrelacionadascon
la gravedad del trastorno, méas que con el trastorno

a) HTR2A b) ITGB3 c) SLC6A4
] |
= / / I
o & &
3 z = 2 3 E - R
[o0) [o0) o [ep] Te) N~ (ep] N~
™ < ™ Y] 0 — ™ — ™ ©
< — Al %) [] " (%) = [o¢) ©
~ o » — —_ — — - IYo) )
© © = T < IS
(0] © @ B @ @
1 2 8 4
Block 1 (12 kb)
1 2 3 0 e 6 1 2 3
5 24

Figura 2. Desequilibrio de ligamiento por pares para los marcadores en los tres genes evaluados. a) HTR2A, b) ITGB3y c) SLC6A4.
Los numeros en las cajas representan D" entre los SNP. El codigo de colores indica completo desequilibrio de ligamiento para el
cuadro oscuro y, segregacion independiente, para los cuadros blancos.

Cuadro 5. Prueba de desequilibrio en la transmisién de combinaciones alélicas en autismo

Gen Locus 1 Locus 2 Haplotipo Haplotref. Trans No trans OR IC 95 % P
SLC6A4 S5HTTLPR rs4583306 S-G L-A 16 5 3,28 1,1-9,9 0,01
rs4583306 rs2066713 G-C A-T 36 19 2,17 1,0-4,5 0,03
ITGB3 rs5918 rs2056131 T-C T-T 27 29 0,77 0,4-1,6 0,49
rs5918 rs15908 T-T C-C 35 31 1,50 0,3-8,9 0,22
rs15908 rs3760372 T-T G-C 13 10 1,42 0,5-4,3 0,75
HTR2A GA1438(rs6311) rs1923884 A-C G-T 27 28 1,04 1,1-7,7 0,99

Haplot ref.: haplotipo de referencia; Trans: niUmero de veces que los padres heterocigotos transmitieron el alelo definido como A1 a
sus descendientes afectados; No trans: nimero de veces que los padres heterocigotos no transmitieron el alelo definido como A1

a sus descendientes afectados.
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en si. Para probar esta hipétesis, se model6 el
efecto de los polimorfismos sobre la gravedad de
los subfenotipos de autismo, ajustando por sexo,
edad y coeficiente intelectual. Los resultados mas
significativos se presentan en el cuadro 7.

ElaleloAdelavariante GA-1438enelgen HTR2Ay el
alelo T de rs5918 del gen ITGB3, se relacionaron con
un incremento en la deficiencia en la comunicacion;
sin embargo, no se asociaron con los sintomas en
la interaccion social reciproca, a pesar de la alta
correlacién que presentaron los sintomas de estos
dos subfenotipos del autismo. El alelo T del SNP
rs15908 de ITGB3 se asocid significativamente
con los patrones de comportamiento restringidos y
estereotipados.

Cuadro 6. Tres mejores modelos de interaccion entre loci

Efecto de los genes SLC6A4'y HTR2A en el autismo
Discusidn
En el presente estudio se evalia la asociacién
de variantes en genes involucrados en la via de
la serotonina con el autismo: SLC6A4, ITGB3 y
HTR2A. Las variantes independientes que mostraron
asociaciéon alélica significativa se encuentran
ubicadas en el gen transportador de serotonina
SLC6A4 (rs4583306 y rs2066713). Estas dos
variantes se encuentran en completo desequilibrio
de ligamiento en la muestra evaluada, lo cual
hace muy probable que la variante que confiere
predisposicion al autismo se encuentre en este
bloque de ligamiento, ya que ambas variantes se
encuentran en intrones y no hay pruebas de que
tengan un efecto en la regulacién del gen.

1 SNP 2 SNP 3 Precision Significancia Validacion
balanceada % cruzada
rs4583306 70 0,0006 10/10
HTTLPR rs4583306 78 <0,0001 10/10
HTTLPR GA-1438 rs4583306 85 <0,0001 6/10

SNP: polimorfismo de nucleétido simple

Cuadro 7. Asociacion entre los subfenotipos de autismo con las variantes en los genes SLC6A4, ITGB3'y HTR2A, ajustadas por

edad, coeficiente intelectual y sexo

Gen Polimorfismo Coeficiente Error tipico Significancia
Interaccién social reciproca
SLC6A4 rs4583306 -0,10 1,22 0,41
5HTTLPR 1,66 1,36 0,23
HTR2A GA1438 1,83 1,09 0,11
rs1923884 -0,21 1,54 0,89
rs3760372 0,22 1,08 0,84
ITGB3 rs15908 -0,12 1,26 0,34
rs5918 3,34 1,82 0,78
Deficiencias en la comunicacion
SLC6A4 rs4583306 -0,06 0,97 0,95
S5HTTLPR 0,36 1,02 0,72
GA1438 (A/-) 1,53 0,68 0,03
HTR2A rs1923884 0,89 1,04 0,40
rs3760372 0,45 0,84 0,58
ITGB3 rs15908 1 0,71 0,27
rs5918 (T/-) 2,92 1,11 0,02
Patrones de comportamiento restringidos y estereotipados
SLC6A4 rs4583306 -1,08 1,22 0,41
S5HTTLPR -0,08 1,19 0,37
GA1438 -0,13 0,91 0,88
HTR2A rs1923884 -2,02 1,26 0,13
rs3760372 0,01 1,01 0,99
ITGB3 rs15908 (G/-) 2,52 1,14 0,04
rs5918 1,96 1,89 0,32

En negrilla estan los marcadores que se asociaron significativamente con cada uno de los subfenotipos de autismo; entre paréntesis

se encuentra el genotipo que esta aportando a la gravedad.
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En un estudio de 2005, se encontré asociacién del
alelo T de la variante rs2066713 con los niveles
de serotonina en sangre (p=0,0191) y este efecto
fue mayor entre los casos de sexo masculino (27).
Hasta el momento no hay estudios reportados
en que se evalue el efecto que tiene la variante
rs4583306 en la propensioén al autismo.

La variante 5-HTTLPR, ubicada en este mismo
gen, mostré una tendencia a la asociacion (p=0,07),
donde el alelo de la delecién (S) se transmitié 40
veces en relacién conlas 29 veces que se transmitio
el alelo alternativo de la insercion (cuadro 3). Este
polimorfismo se transmite en forma independiente
del blogue de ligamiento donde se encuentran
los polimorfismos rs4583306 y rs2066713, como
se observa en la figura 2. Por lo tanto, la posible
asociacion obtenida con el polimorfismo 5SHTTLPR
puede deberse a un riesgo aportado por esta
variante u otra en desequilibrio de ligamiento con
ella pero independiente del bloque de las variantes
rs4583306 y rs2066713.

Se hareportado un efecto funcional del polimorfismo
5-HTTLPR, para el cual el alelo S en el promotor
del gen SLC6A4 presenta, aproximadamente, la
mitad de la actividad basal del promotor con el
alelo L de la insercién (37). El alelo de la delecion
ya ha sido previamente asociado con autismo
en estudios realizados en diferentes poblaciones
(39-42). Sin embargo, los hallazgos no han sido
constantes, pues otros estudios han reportado el
alelo L como de riesgo para autismo en poblaciones
de Alemania, Israel y Portugal (10,24,86).

Estas inconsistencias pueden deberse a la
heterogeneidad genética para el autismo en las
diferentes poblaciones estudiadas o a que las
muestras incluidas en diferentes estudios no tengan
los mismos criterios diagndsticos o se consideren
casos con un fenotipo amplio de autismo, lo cual
hace la muestra muy heterogénea vy, por lo tanto,
las causales de predisposicién no seran las
mismas o tendran efectos diferentes. Finalmente,
las inconsistencias en relacién con el alelo de
riesgo para autismo pueden deberse al contexto
genético en el cual se presenta la variante. En
rasgos complejos se esperan mdltiples variantes
aportando al riesgo total del fenotipo; por lo tanto,
el riesgo del polimorfismo SHTTLPR puede estar
modificado por otras variantes que presentan
diferencias en frecuencia alélica en las diferentes
poblaciones.

Es posible que en este estudio no se encontrara
una asociacion significativa de la variante S debido
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al pequefio tamafo de la muestra. Pero el efecto
que esta variante tiene sobre la predisposicion
al autismo se puede evidenciar al evaluar los
haplotipos, donde se encontré un riesgo de 3,28
(p=0,01) cuando el alelo S esta presente junto a la
variante G de rs4583306.

Por otra lado, el haplotipo G-C de las variantes
rs4583306 y rs2066713 presenta un riesgo de 2,17
(p=0,026) para la predisposicion al autismo (cuadro
5), muy similar al riesgo identificado para las
variantes independientemente. Ambas variantes
se encuentran en regiones no codificantes y no
hay pruebas de que presenten un efecto funcional,
por lo que es muy probable que la variante que
esta contribuyendo a la predisposicion al autismo
sea otra que si tenga un efecto funcional y esté
en desequilibrio de ligamiento con este bloque. La
variante rs2066713 se encuentra en desequilibrio
de ligamiento con rs6355, una sustitucion no
sinbnima, Gly56Ala ubicada en el ex6n 3 del
gen que incrementa la actividad de la proteina
SERT (44). En un estudio de 2005, se encontrd
asociacion significativa entre el alelo Ala56 en
forma homocigética o heterocig6tica y autismo, asi
como una mayor gravedad de los comportamientos
restringidos y estereotipados (p=0,0085). En este
mismo estudio se evalué el efecto del polimorfismo
5HTTLPR en una muestra de 341 familias con, al
menos, dos afectados y 43 trios, y no se encontré
una asociacion significativa, pero, al restringir
el andlisis a las familias cuyo caso era hombre,
si se encontr6 asociacion significativa del alelo
corto (p=0,03) (44). En un reciente reporte de un
paciente con autismo atipico, se encontré que era
heterocigoto para Gly56Ala y homocigoto L/L en el
polimorfismo SHTTLPR. La madre de este sujeto,
sin sintomas, tenia genotipos Gly56Ala, pero era
heterocigoética S/L para SHTTLPR. Se postulé que
el genotipo Gly56Ala-L/L predispone a un aumento
en la recaptura de serotonina de la hendidura
sinaptica, lo cual puede ser un factor decisivo para
el fenotipo autista (87).

Ademads, las variantes intrdnicas o regiones no
codificantes pueden constituir un factor de riesgo
con relevancia bioldgica, al afectar la transcripcién,
la estabilidad del transcripto o el procesamiento del
ARN (88).

El analisis de reduccién dimensional de datos
encontrd efectos epistaticos entre las variantes
S5HTTLPR y rs4583306 en un modelo de dos
vias; ambas variantes se encuentran en el gen
SLC6A4 (p<0,0001). Ya se habia demostrado la
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presencia de multiples alelos de predisposicidon
al autismo en el gen SLC6A4 en una muestra de
340 familias de Estados Unidos. Por lo tanto, no
es raro que en la muestra analizada, dos variantes
diferentes, la 5SHTTLPR en el promotor del gen y
otra en desequilibrio de ligamiento con rs4583306,
estén confiriendo riesgo para el autismo. Esta
hipétesis de multiples alelos de riesgo en el gen
SLC6A4 puede explicar las inconsistencias entre
los diferentes estudios en relacion con si existe o
no asociacion a este gen o el alelo que confiere
predisposicion. Es necesario abarcar una mayor
variabilidad del gen, evaluando polimorfismos en
diferentes sus regiones, y posiblemente este sea
un mejor factor predictor del riesgo a autismo. En
el cuadro 6, se muestra como el modelo de un solo
locus rs4583306, tiene la capacidad de clasificar
adecuadamente el 70 % de los casos, segun su
estado de afeccién, mientras que incluyendo el
polimorfismo SHTTLPR se incrementa la precision
en la clasificacion de 78 % de los sujetos.

En un modelo de tres vias se identifico lainteraccién
significativa: ademas de las dos variantes
5HTTLPR y rs4583306, se incluyd la variante GA-
1438 en el gen HTR2A (p < 0,0001). Este modelo
aporta un 7 % a la precisién en la clasificacion de
los individuos del estudio. Este hallazgo sugiere la
interaccién de multiples genes involucrados en la
funcién serotoninérgica sobre el riesgo de autismo
en la poblacion antioquefia

Se observé una modificacién en la gravedad de las
dimensiones de sintomas de autismo por parte de
variantes ITGB3y HTR2A.

La gravedad de las deficiencias en la comunicacion
se encontr6 modificada por el genotipo en las
variantes rs5918 de ITGB3y GA-1438 de HTR2A,
después de ajustar por sexo, edad y coeficiente
intelectual. Para estas variantes no se detectaron
efectos principales sobre el fenotipo de autismo;
solo el alelo A del marcador GA-1438 se encontro
confiriendo riesgo cuando esta acompafiado de las
variantes S de SHTTLPR y el alelo G de rs4583306
en el gen SLC6A4.

En el 2008, Carneiro, et al., encontraron una
evidencia funcional de la interaccion entre las
proteinas codificadas por los genes ITGB3 (allbp3)
y SLC6A4 (SERT) (89).

La disrupcién homocigota de ITGB3 en ratones
evita la captura de serotonina por parte de las
plaquetas, lo cual sugiere que la magnitud del
gen ITGB3 impacta la actividad de la proteina

Efecto de los genes SLC6A4'y HTR2A en el autismo

SERT. Estos resultados sefalan que se requiere
una adecuada expresién o sefalizacién de allbp3
para la funcién normal de la SERT (89). Las
plaquetas que portan el polimorfismo Pro33 en
ITGB3, cercano al polimorfismo evaluado en este
trabajo, Leu59Pro, mostraron un incremento en la
activacion allbp3, por la unién a fibrinbgeno. Se
observé un incremento del 260 % en la actividad
de captura de la proteina SERT por la presencia
del alelo Pro33 en ITGB3 en relacién con el
homocigoto para Leu33 (89).

No existen estudios que demuestren la interaccién
a nivel funcional de las proteinas ITGB3 con
HTR2A, que apoyen los efectos conjuntos de
variantes en estos dos genes sobre la gravedad
de las deficiencias en comunicacion identificadas
en este estudio.

Es notorio que, a pesar de la estrecha correlacién
entre la gravedad de los sintomas en las
dimensiones de interaccion social reciproca vy
comunicacién (r=0,63, p=0,0001), la asociacion
vista con las variantes rs5918 y GA-1438 para
la gravedad de los sintomas en la comunicacion
no se replicara para la dimension de interaccién
social. Esto sugiere que, aunque seguramente
habr& variantes de predisposicién o modificadoras
comunes a las dos dimensiones, no es el caso de
las variantes estudiadas en los genes ITGB3 y
HTR2A.

Ademas, se observo una significativa asociacion
entre el polimorfismo rs15908; especificamente,
el alelo G contribuye a la gravedad de los
comportamientos restringidos y estereotipados.
Esta variante es una sustitucion sinénima presente
en el ex6n 9 del gen ITGB3, y es poco probable
que sea esta la variante que esté aportando a
la gravedad de estos sintomas; sin embargo,
es posible que otra variante, posiblemente en el
mismo exdn o en una region en desequilibrio de
ligamiento con ésta, sea la variante directamente
implicada en este subfenotipo.

Existen varias limitaciones en este estudio. La
primera es el reducido tamafio de la muestra. La
potencia estadistica que tiene este estudio para
detectar un factor de riesgo con un OR de 2, es del
60 %, para un marcador completamente polimérfico
(MAF=0,5). Sin embargo, en un rasgo complejo los
riesgos aportados por cada variante independiente
pueden ser mucho menores que este; por lo tanto,
es muy probable que en el presente estudio no
se estén detectando asociaciones de factores de
riesgo moderados. Este bajo poder de la muestra
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limita la posibilidad de evaluar interacciones
entre variantes y entre diferentes genes, efectos
que pueden ser de gran importancia en estos
rasgos complejos y determinar en gran medida su
capacidad de heredarse. No obstante, los casos
incluidos en este estudio fueron meticulosamente
diagnosticados, con el fin de reducir la posible
heterogeneidad genética para el rasgo, y la
poblacion a la cual pertenecian las familias tenia
una historia de aislamiento genético durante la
mayor expansion demografica. Ambos hechos
favorecen la identificacion de factores de riesgo
que son compartidos por una buena proporcién de
los casos.

Finalmente, los SNP elegidos no abarcan la
variabilidad genética total de cada uno de los
genes estudiados; por esto, es probable que
haya variantes en estos genes que aporten a la
predisposicion a la enfermedad, que no estan en
desequilibrio de ligamiento con aquellas que se
estudiaron vy, por lo tanto, no se esta detectando
la asociacion.

Nuestros hallazgos soportan el papel que tiene la
regulacion de la serotonina sobre la etiologia del
autismo. Se identificaron diferentes variantes en el
gen SLC6A4 que presentan un efecto principal o en
forma epistatica con otros genes del sistema sobre
el riesgo de autismo en poblacion antioquena.
Se encontrd interaccion significativa sobre el
autismo entre variantes en los genes SLC6A4
y el del receptor de serotonina HTR2A. Ademas,
se evidencio que variantes en los genes ITGB3y
HTR2A modifican la gravedad de los sintomas en
las dimensiones de comunicacion y la presencia
de comportamientos restringidos y estereotipados,
en pacientes de origen antioquefo.
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