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RESUMEN

Antecedentes. Diversos estudios a gran escala reportan contribuyentes genéticos
en las/Conducta suicida. Sin embargo, la mayor parte de la informacion hasta ahora
se refiere-a individuos caucasicos y asiaticos. Por lo tanto, el objetivo principal del
presente trabajo fue llevar a cabo un estudio de asociacién a nivel de genes en
personas con intento de suicidio en México. Ademas, se exploré las posibles vias
implicadas y la"ontologia genética de procesos biolégicos de los genes asociados

con la conducta suicida.

Métodos. Se reclutaron 192 individuos de dos centros clinicos en México. La
genaotipificacion se realizbttilizando la plataforma comercial Infinium PsychArray

BeadChip. Por otro lado, loscanalisis de enriquecimiento se realizaron en Enrichr.

Resultados. Los andlisis mostraron que el gen SCARA5 se asocio
significativamente al intento de’suicidio a nivel de gen (valor p = 1.12e°%). Aunado
a esto, otros genes se asociaron nominalmente con el intento de suicidio: GHSR
(valor p= 0.0004), RGS10 (valor.p=,5.13e%).y STK33 (valor p= 3.62e°°). Ademas,
el andlisis de enriquecimiento reportd 130 yias*KEGG y 924 procesos bioldgicos

GO involucrados en genes relacionados’con la.«conducta suicida.

Conclusiones. Los hallazgos revelaron que los genes SCARA5, GHSR, RGS10 y
STK33 podrian considerarse como biomarcadores«de)riesgo para el intento de
suicidio en la poblacion mexicana. El andlisis bioinformatico de los genes
asociados al comportamiento suicida reveld siete ontologfas.génicas y tres vias
asociadas estadisticamente. Sin embargo es necesario ) realizar estudios
experimentales para corroborar los datos encontrados. Aunquehlos presentes
datos dan una mejor perspectiva de la participacion biolégica~de los genes

asociados con la conducta suicida en la poblacidon mexicana.

Palabras clave: estudios de asociacion de todo el genoma; intento de Suicidio;

poblacién mexicana



ABSTRACT

Background: Multiple large-scale studies have been performed to identify genetic
contributors to suicidal behaviors (SB). Nevertheless, most of the information
reported-so far address Caucasian and Asian individuals. Hence, our primary aim
was to conduct a gene-level association study in Mexican suicide attempters.
Secondly, we explore possible pathways implicated and biological process gene
ontology (GO) of.genes associated with SB.

Methods: We recruited, 192 individuals from two clinical centers in Mexico. Direct
genotyping was performed, using the commercial platform Infinium PsychArray
BeadChip. Additionally, the enrichment analyses were performed in Enrichr to

evaluate the KEGG pathways*and GO of the genes associated with SB of GWAS

Results: Our analyses showed ‘that SCARA5 gene was associated to suicide
intent at a gene-level with statistical significance (p-value = 1.12e%). Other genes
were nominally associated with.suicide/attempt: GHSR (p-value = 0.0004), RGS10
(p-value = 5.13e%°), and STK33 (p-value,= 3.62e%°) genes. Furthermore, the
enrichment analysis reported 130/ KEGG' pathways and 924 Biological process

GOs involved in genes related with SB,

Conclusions: The findings revealed that SCARA5S,. GHSR, RGS10 and STK33
genes could be considered as risk biomarkers for suicide attempt behavior in our
Mexican psychiatric sample. We recommend to perfofmylarger scale analyses to
have conclusive results. These evidence give a better pergpective of the biological
participation of genes associated with SB, which will be dmportant to perform
adequate strategies to prevent and treat SB.

Keywords: genome-wide association studies; suicide attempt; Mexican_ population.



1. ANTECEDENTES

1:l-Caracteristicas epidemiolégicas del suicidio

El suicidio es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial.

Cada ano,ceerca de 800,000 individuos mueren a causa de suicidio (Snowdon vy

Choi, 2020)«La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la tasa global

de mortalidad-del ‘suicidio es de 10.7 por cada 100,000 personas; con algunas

variaciones dependiendo de la edad y el origen étnico. A nivel mundial, los

suicidios son la segunda causa de mortalidad prematura en individuos de 15 a 29

afos; precedidos por aeCidentes de transito, Figura 1 (James y cols., 2020).

Figura 1.

Principales causas de muerte por-suicidio del grupo de edad de 15 a 29 afios.
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Nota: El grafico representa las ultimas cifras estadisticas reportadas por la
Qrganizacion Mundial de la Salud. Adaptado de Leading causes of death ages 15-
29 years [Gréfico], por World Health Organization.
(http:www.who.int/healthinfo/global_burden_disease/estimates) (WHO).

Segun cifras estadisticas, el nimero de intentos de suicidio es 10-30 veces mayor
en comparacian, con las muertes por suicidio (Bertolote y cols., 2010). En los
Estados Unidos de.América ascienden entre 100 y 200 los intentos de suicidio en
adolescentes de 15™a 24 afios de edad (Bachmann, 2018). Los métodos mas
utilizados son la asfixia,)las armas de fuego y el envenenamiento (pesticidas, en
particular) (Bachmann, 2018; Vigo y cols., 2020). En América Latina y el Caribe, la
tasa ajustada por edad es'de.2 (8.4 en hombres y 4.1 en mujeres). La mortalidad
por suicidio sigue siendo masalta en los hombres que en las mujeres (razon
hombre-mujer de 3.8); sin embargo, en las mujeres existe mas intentos de suicidio
(Baldessarini, 2019; Mirahmadizadeh y cols., 2020). Este fenomeno es conocido

como la paradoja del suicidio:
1.1.1. Suicidio en México

Segun un analisis secundario basado‘en el estudio de la Carga Global de la
Enfermedad, el nUmero de suicidios en.México incrementd de 2.851 en 1990 a
7.634 en 2017. La Figura 2 refleja la tasa de mortalidad, que aumenté para ambos
sexos; al pasar de 4 suicidios por 100, 000 habitantes“en 1990 a 5.9 suicidios en
2017. La tasa femenina aumentd en mayor proporcién gue la masculina (84% vs.
42%), por lo que la razon hombre/mujer de las tasas.vari6 de 6.4 suicidios
masculinos por cada suicidio femenino en 1990 a 4.9 en.2017 (Cervantes y
Montafio, 2020).



Figura 2.

Tasas estandarizadas de mortalidad de suicidios por sexo, México 1990-2017.
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Esta tendencia tiene relacion con el ultimo informe”por la OMS que registra un
aumento de las tasas de muerte por suicidio en el périodo de 2000 al 2016 del
3.6% al 5.1% por cada 100,000 habitantes en México. Dichoyaumento también se
observa si se analiza segun el género que va de 6.1% a 8/0% en hombres y de
1.1% a 2.3% en mujeres (Borges y cols., 2019). En este sentido, un grupo de
investigadores evaluaron los cambios de la conducta suicida en-México en dos
encuestas transversales entre 2001 y 2013 en un grupo de 19 a 26 anos de edad.
En el cual encontraron que tanto la ideacion y el intento de suicidio aumentaron en
un periodo de 12 afios en el area metropolitana de la Ciudad de México (Borges y
cols., 2019).



1.2. Definicion y factores de riesgo

El.término suicidio fue acufiado por Thomas Brown (1642), proviene de la
etimaologia latina: sui, de si mismo y caedere, matar. Principalmente en la conducta
suicida se.detectan: a) los actos fatales o suicidio consumado, b) los intentos de
suicidio, con‘intencion y planeacion del suicidio y c) la ideacion suicida, que suele
ser un paso {previo al intento de morir por suicidio (Borges y cols., 2019;
Goodfellow y cols#2020).

Tener historia de tento de suicidio es uno de los predictores mas fuertes de
muerte posterior porsssuicidio. Por lo tanto, monitorear la tasa, el patron
demogréfico y los métodes.de intentos de suicidio son un componente clave de los
esfuerzos de prevencién delsuicidio. Sin embargo, a la conducta suicida se le
considera un evento multifactoriaken el que participan factores sociales, biolégicos
y ambientales. A la fecha se cuenta con datos que nos indican que la conducta
suicida es precedida por algunos faetores de riesgo de los que destacan las
enfermedades psiquiatricas, come, son’ desordenes de ansiedad, depresion, abuso
de sustancias, trastornos de la personalidad, esquizofrenia y trastorno de panico.
Otros factores de riesgo para el_acto' suicida son el estado civil, estar
desempleado, historia de maltrato, abuse infantil y enfermedades neurolégicas.
Sin embargo, los eventos socioculturales no explican en su totalidad la conducta
suicida por lo que se sugiere gue factores biol6gie0s-genéticos pudieran estar
participando en la patogénesis de la conducta suicida:\Por esta razon, diversos
estudios de asociacién genética proponen genes involuerados a la conducta

suicida (Borges y cols., 2010).
1.3. Investigaciones neurobioldgicas de la conducta suicida

El suicidio es un resultado frecuente de eventos multifactoriales, existe evidencia
que respalda la hipétesis de que el suicidio tiene una contribucion ¢hereditaria,
Figura 3 (Lin y cols., 2014).



Figura 3.

o general de la conducta suicida basado en la hipétesis de asociacion

gen,. .

L
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Nota: Adaptado de “Familial aggregation of suici@havior: a family study of
male suicide completers from the general population @1017-1019), Kim, 2018,

Am J Psychiatry, 162 (5). o,

La evidencia disponible deriva principalmente de estudi(@ep' emioldgicos o
clinicos que en esencia indican que la relacién biolégica cercauﬁ:&n los sujetos
que murieron por suicidio se asocia con un mayor riesgo. En lugar, los
estudios basados en familias en general informan sobre el aument05 iesgo del
comportamiento suicida entre los familiares de los casos de los sujet ertos
por suicidio en comparacion con los familiares de los sujetos no suicidas. A(e\wés,
los esfuerzos para establecer las contribuciones de la herencia, y para sepa@)s

. . . ., ®
de los factores ambientales reportan hallazgos firmes de una mayor asociacion de



riesgo de la conducta suicida entre los gemelos idénticos que en los hermanos
fraternales u otros familiares. De igual forma, los estudios de adopcion indican un
mayoryriesgo suicida entre familiares bioldégicos que entre los adoptivos de los

sujetos’que murieron por suicidio (Brent y Melhem, 2008; Schosser y cols., 2011).
1.3.1. Estudios basados en familias

Los estudios‘basados en familias comparan la tasa de suicidio o la conducta
suicida en los familiares de los sujetos que murieron por suicidio. Dichos estudios
varian en su disefo’ metodologico, por lo que muestran distintos resultados
(historia familiar de suieidio consumado o intento de suicidio, o la combinacion de
ambas), la eleccion del“ptebando (suicidio consumado o intento de suicidio), la
eleccion del grupo de comparacion (poblacion general o psiquiatrico) o el método
de evaluacion de la participacion~de la carga familiar (entrevista directa o historia
familiar). Sin embargo, a pesar de-las variaciones de metodologia, los resultados
son muy similares en todos-0s estudies; lo cual indica una fuerte relacion entre la
conducta suicida en las familias~Ademas, estos estudios apoyan la hipotesis de
que el fenotipo clinico de la conducta Suicida que se transmite incluye tanto el
intento de suicidio como el suicidio«€onsumado, ya que la tasa de suicidio es tan
alta en las familias de los que intentansuicidarse, como en las familias de los
individuos que completan el suicidio (Gniwa y cols4 2019; Rosenbaum Asarnow y
cols., 2019; Wei y cols., 2019). Por ejemplo, un estudio reportd que los familiares
de los sujetos que murieron por suicidio presentaron hasta 10 veces mayor riesgo
de suicidio e intentos suicidas comparados con el grupe~control (Kim y cols.,
2005). Por la tanto, con base en estas investigaciones se‘corrobora la evidencia

de que en la conducta suicida existe un componente genético.
1.3.2. Estudios basados en gemelos

A pesar de que los estudios basados en familias demuestran un componente
genético en la conducta suicida el gran inconveniente de este disefio, es que
podria estar influenciado por el ambiente. La metodologia basada en estudios de

gemelos es util para controlar esta influencia. Hay evidencia que reporta mayor
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riesgo de presentar conducta suicida en gemelos monocigotos comparados con
gemelos dicigotos (Baldessarini y Hennen, 2004; Fu y cols., 2002). En base a la
evidencia, investigadores estiman una heredabilidad de entre 35 a 55% para
intente”de suicidio y aproximadamente un 20% para el suicidio consumado. Por lo
tanto, estos-resultados nos permiten inferir que el factor genético esta presente en

la conducta.suicida, independiente a los factores ambientales.
1.3.3. Estudiosbasados en adopcién

En Dinamarca, se‘llevo a cavo uno de los estudios clasicos de adopcion sobre
suicidio, donde compararon las tasas de suicidio entre los parientes biologicos y
adoptivos de los individuessque murieron por suicidio que fueron adoptados y un
grupo control. En este estudig’encontraron una tasa de suicidio seis veces mayor
en los parientes biolégicos de dos sujetos que murieron por suicidio que fueron
adoptados en comparacion con--sus parientes adoptivos 0 en los sujetos
adoptados que fueron tomados come-controles. Adicionalmente, reportaron que
dichas tasas de suicidio erancindependientes, si los sujetos adoptados eran
pacientes psiquiatricos o no (Schulsinger F£1979). A pesar de que en los estudios
basados en adopcién no fue posible determinar si hay una responsabilidad
genética para el suicidio, este tipo de“investigacién permite una mejor evaluacion
del efecto genético y ambiental. De igual forma. permite un mejor discernimiento
de los efectos genéticos no aditivos y reduce lasinfluencias potencialmente

confusas de los cambios generacionales (Petersen y cals.; 2014).
1.3.4. Estudio de asociacion de genes candidatos

Una parte importante en el estudio de la diatesis genética de suicidio son los
estudios de asociacién de genes candidatos; la mayoria de estossse tratan de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs). En ellos se compara la frecuencia del
supuesto genotipo de riesgo de un gen candidato entre los individuos afectados
por la enfermedad y los sujetos sanos, teniendo siempre ambos grupos‘la misma
procedencia poblacional. En el supuesto de que existiera una frecuencia

significativamente mayor del genotipo de riesgo entre los individuos afectados

11



respecto a los sanos, podriamos afirmar la existencia de una asociacion entre ese
@u’po y la enfermedad (Erlangsen y cols., 2018; Pawlak y cols., 2016). En los

est de asociacion el gen candidato es elegido por su implicacion en la
L)

neuro gia de la enfermedad o por que se encuentra localizado en una zona
descrita c®) ligada a la aparicion del trastorno, Figura 4.

/\

Figura 4. d\ .
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1£3.4.1. Sistema serotoninérgico

Dentro'de los estudios de asociacion de genes candidatos en la conducta suicida,
el sistema.serotoninérgico ha sido el mas investigado como biomarcador de riesgo
para el comportamiento suicida. Esto debido en gran parte, al papel que
desempeinia la Serotonina en la regulacion del estado de animo. Unos de los genes
propuestos son‘los,que codifican a las isoenzimas triptéfano hidroxilasa 1 (TPH1)
y triptéfano hidroxilasa 2 (TPH2). De estos, el polimorfismo A779C (rs1799913) del
gen TPH1 reportd asociacion entre el alelo A y altos niveles de metabolitos de
serotonina (5HIAA) en el tiquido cefalorraguideo de personas que intentaron
suicidarse. De igual forma, elrgenotipo CC de la variante A218C (rs1800532) esta
relacionado con los niveles massbajos de la enzima TPH1 en la corteza prefrontal

de individuos con intento de suicidio, (Nielsen y cols., 1994; Ono y cols., 2002).

Por otra parte, otros genes«Candidatos-de interés son la familia de los receptores
de serotonina; como por ejemplo-HTR1IAHTR1B, HTR2A, HTR2C, entre otros. Se
tiene evidencia que reporta la participacionsdel polimorfismo C-1019G (rs6295) del
gen HTR1A en la conducta suicidas”Especificamente, el alelo G esta relacionado
con una alta expresion del gen en sujetos victimas del suicidio en una poblacién
de ascendencia canadiense-francesa €n comparacion con controles sanos

(Lemonde y cols., 2003).
1.3.4.2. Sistema dopaminérgico

En el sistema dopaminérgico el polimorfismo comunmente estudiado es el
Vall58Met (rs4680) del gen que codifica la enzima catecol-O-metil transferasa
(COMT); la cual desactiva la dopamina y norepinefrina por la adicion de un grupo
metilo de S-adenosilmetionina. De dicho polimorfismo, el alelo Metres asociado
con una baja termoestabilidad y menor actividad enzimatica. Adicionalmente, se
estd explorando la participacion de las variantes C957T (rs6277), -141Ins/del
(rs1799732) del gen del receptor de dopamina (DRD2) (Du y cols.,~2014;
Gonzalez-Castro y cols., 2018; Sun y cols., 2016; Tovilla-Zarate y cols., 2011).
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1£3.4.3. Eje hipotalamico-pituitario-adrenal

El ejeshipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) es un componente importante para el
sistema/_de respuesta al estrés. A consecuencia de eso, Wasserman vy
colaboradores (2008), propusieron dos polimorfismos (rs1870393 y rs3176921) del
gen que codifica a la hormona liberadora de corticotropina (CRH) como factores
de riesgo al intente.de suicidio (Wasserman y cols., 2008). De igual forma, para el
alelo T de los polimorfismos rs4792887 y rs1396862 del gen receptor de CRH1
existe un riesgo estadfstico para el intento de suicidio; particularmente en hombres
(Bastos y cols., 2017; Wasserman y cols., 2008). Ademas, también se presenta al
gen de la proteina de ‘wuniébn. a FK506 (FKBP5) como gen candidato para

biomarcador a suicidio (Willour'yscols., 2009).
1.3.4.4. Otros genes

Por otra parte, también fue examinade/el gen del factor neurotrépico derivado de
cerebro (BDNF); del cual la variante que recibe principalmente el mayor interés es
Val66Met (rs6265). La evidencia reporta ‘una~asociacion estadistica del alelo Val
en sujetos bipolares violentos que intentaron suicidarse en comparacion a
controles sanos (Vincze y cols., 2008). En“este sentido, las moléculas de
sefializacion también son investigadas en el comportamiento suicida. Por ejemplo,
los marcadores rs1130214 y rs2494746 que se encuentran en el gen que codifica
para la molécula de sefalizacion intracelular proteina quinasa B (ATK1) se
asociaron con intento de suicidio usando un método violento intento (Magno y
cols., 2010).

Aunado a lo anterior, otros genes implicados en la conducta=~suicida son:
apolipoproteina E (ApoE), colescistoquinina (CKK), espermina/espermidina N-
acteiltransferasa (SAT1), 14-3-3 epsilon, el regulador de la sefalizacion de la
proteina G 2 (RGS2), 6xido nitrico sintasa neuronal (NOS1) entre otros)(Fiori y
Turecki, 2011; Gao y cols., 2013; Gonzalez-Castro y cols., 2015; Sears ygols.,
2013).
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1:3:5. Estudios de asociacion del genoma completo

El desarrollo de mejores técnicas permitid realizar estudios de asociacion del
genoma cempleto (GWAS) para la busqueda de esa posible poligenia presente en
la conducta”“suicida. Los GWAS son una técnica ampliamente utilizada en
investigacion ‘genética humana para indagar variaciones del ADN asociadas con
enfermedades humanas comunes. La tecnologia de genotipado de esta técnica
permite analizar de-ferma rapida millones de SNPs. Las variantes asociadas con
un rasgo, o dentro delsmismo haplotipo que una variante asociada con un rasgo,
estan con mayor frecuenCia en los casos que en los controles; no se entinde
Figura 5. Los GWAS son calificados como un disefio libre de hipétesis, lo que
contrasta con el disefio de los«estudios de gen candidato. Uno de los objetivos
principales de los GWAS es sugerirsnuevos genes candidatos que no se podrian
formular a priori con el conog¢imiento-actual de tenemos de la neurobiologia del
suicidio (Lopes y McMahon, 2019;-Otsuka y cols., 2019). A pesar de los estudios
de asociacion de genes candidatos nos® muestran una variedad de posibles
polimorfismos que pueden ser utilizados como biomarcadores de riesgo para la
conducta suicida, frecuentemente este tipo de disefio genera limitaciones que son
criticadas porque pueden generar grande influencia_en los resultados obtenidos.
En cuanto mas evidencia existe, se confirma masahipoétesis de un trasfondo

poligenético de la conducta suicida y no de un solo gen¢
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Figura 5.

Grafico general del disefio en un estudio de GWAS
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Nota: Los experimentos de GWAS estan disefiadospara comparar la frecuencia
de variantes en casos (individuos con fenotipo) que-controles (individuos sin
fenotipo). Adaptado Genome wide association studies [Grafico], por EMBL-EBI
training, (https://www.ebi.ac.uk/training-beta/online/courses/human-genetic-
variation-introduction/types-of-genetic-variation-studies/genome-wide-association-

studies/).
1.3.5.1. GWAS reportados en otras poblaciones

En una muestra de 706 pacientes depresivos tratados con escitalopram o
nortriptilina, fueron evaluados para determinar el aumento de la conducta ‘suieida

durante doce semanas de tratamiento (Perroud y cols., 2012). Los autores
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encontraron que la variante rs11143230 esta asociada significativamente con el
aumento de la conducta suicida durante el tratamiento con antidepresivos. De
igual” farma, sus resultados mostraron asociacion del gen del canal de potasio
dependiente de voltaje (KCNIP4) con aumento de la suicidabilidad, cuando los
pacientes estan tomando escitalopram (Perroud, 2011; Perroud y cols., 2012). En
otro estudie”con pacientes bipolares, encontraron una sefial estadisticamente
significativa cenesla variante rs300774, la cual se encuentra en una region
intergenica a 2p25_en desequilibrio de ligamiento con los genes SH3YL1, ACPly
FAM150B (Willour-y“ cols., 2012). Adicionalmente, en una investigacion post-
mortem, en las regiones prefrontales de sujetos que murieron por suicidio,
encontraron una expresion® significativa del gen ACP1 comparandolo con los
cerebros de personas no ‘suicidas (Willour y cols., 2012). Otro trabajo en una
poblacién de pacientes depresivos, se encontr0 una asociacion del gen que
codifica al gen A de la 4 familia de-portadores de soluto 4 (SLC4A4) (Schosser y
cols., 2011).

El estudio de asociacion del genoama completo es una herramienta importante en
la investigacion genética del suicidio; principalmente en el comportamiento suicida
y en las enfermedades psiquiatricas. Sin embargo, la mayoria de los trabajos
publicados son en poblaciones caucasicas y asiaticas. Por lo tanto, se necesitan
mas trabajos para poder alcanzar una mejor caractefizacion de la conducta suicida
y asi poder tener una compresiéon mas clara de comeo’ funcionan los marcadores
genéticos y al mismo tiempo aclarar las evidencias obtenidas del andlisis del

genoma completo en otras poblaciones.
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2. JUSTIFICACION

La Conducta suicida junto con sus diferentes severidades (ideacion, intento y
muerté por suicidio) son un problema de salud publica. En el mundo, cada afio
existen algmenos un millén de muertes por suicidio. Esto representa un reto a los
servicios de"salud para poder prevenir el morir por suicidio. Relacionado a esto,
estudios reportan’un aumento en las tasas de incidencia de muerte por suicidio en
México; donde el suicidio es la segunda causa de muerte entre los jovenes. En
consecuencia, el foeco-de interés de diversas investigaciones es la busqueda de
factores predisponentés o .distales en la patogénesis suicida. Segun estudios
basados en familias, adopcCion y gemelos en el suicidio existe un componente
genético, cuya heredabilidad’esta en un rango de 30 al 55% aproximadamente. En
los estudios de gen candidato, /de la conducta suicida existen varios genes
propuestos como marcadores de'riesgo; sin embargo, estos son seleccionados en
base a su implicacion biolégica..Cada vez es mas evidente que la etiologia del
suicidio es poligenética; lo cual smplica genes y variantes genéticas con pequefios
efectos a través de varios neurosistemas: El estudiar las variantes genéticas en
todo el genoma, permite sugerir nuevos genes candidatos que no se podrian
formular a priori con el conocimiento actual destenemos de la neurobiologia del
suicidio. No obstante, la mayoria de los GWAS-son reportados en poblaciones
caucésicas o asiaticas. Debido a la problematica anterior, es fundamental realizar
estudios de asociacion del genoma completo en la poblacion mexicana con el fin
de explorar la genética del suicidio. Ya que la variabilidad peblacional mexicana
podria aportar factores de riesgo Unicos para la poblacién‘\gue pudieran estar

influyendo a la conducta suicida.
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3. HIPOTESIS

¢

Exis@ genes y variantes genéticas que aumentan el riesgo de intento de suicidio
L)

enla p%:ién mexicana.



4. OBJETIVOS

4.1. General
Realizar_un estudio de asociacién en regiones codificantes del genoma en

pacientes'con.intento de suicidio.

4.2. Especificos

» Describir las.caracteristicas sociodemogréficas principales de los pacientes
con intento de suicidio.

= Determinar variantes*candidatas en los pacientes con intento de suicidio a
través de un tamizaje del.genoma completo.

» Predecir el efecto funcienal de los polimorfismos de los genes asociados en
los pacientes con intento.de suicidio.

= |dentificar vias involucradas en la conducta suicida en estudios de GWAS a
través de un analisis de-enriqueeimiento.

» |dentificar la ontologia génica de~los genes asociados a suicidio en la
conducta suicida en estudios *de GWAS a través de un analisis de

enriquecimiento.
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5. METODOS

5.1. Estudio de asociacion genética
5.1.1. Reclutamiento de la muestra de estudio

Los sujetos diagnosticados con intento de suicidio (n=37) fueron reclutados del
area de Psiquiatria de dos centros clinicos del pais: el Hospital General “Dr.
Desiderio G. Rosado) Carbajal” en el municipio de Comalcalco, Tabasco y del
Grupo Médico Carracci#en la Ciudad de México. Con respecto al grupo de
comparacion (n=155), fue eolectadodel banco de sangre o de consulta externa de

los mismos centros clinicos..El total de la muestra estudiada fue de 192 sujetos.
5.1.2. Diagnéstico del grupo degasos: intento de suicido

El intento de suicido fue definido como un acto autodestructivo con la finalidad de
terminar la vida (Borges y cols.;2019) Asimismo, cada paciente cumplié con los
criterios del Manual Diagndstico.'y Estadistico de los Trastornos Mentales en su
version IV (DSM 1V, por sus siglas en‘ingleS)."Subsecuentemente, el diagnéstico
de los pacientes fue confirmado a través de la“version en espafiol de Entrevista

Diagnostica para Estudios Genéticos (DIGS, por sus siglas en ingles).
5.1.3. Diagnéstico del grupo de controles: sin intento.de)suicidio

En el grupo de comparacion se incluyo los sujetos, que a través de una inspeccion
médica por los mismos psiquiatras especializados, se descarto cualquier conducta

suicida ya sea actual o pasada, o algun historial familiar de suicidio.
5.1.4. Criterios de inclusion/exclusion

Para la eleccion de los sujetos de los grupos de casos y controles-se-aplicaron
criterios de inclusiéon y exclusién para poder formar ambos grupos.
Los criterios de inclusion de inclusion fueron los siguientes:

= Tener ascendencia mexicana al menos hasta los abuelos.
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= Aceptar de forma voluntaria firmar el consentimiento informado, ya sea por
el o uno de los familiares responsables.
=~ “Acceder donar una muestra de sangre para los analisis necesarios.

» sHaber terminado todas las entrevistas para un diagndstico correcto.
Los criterios/de exclusion fueron:

» Rechazar la'toma de muestra de sangre.

» Tener informacCion incompleta de las entrevistas clinicas que impida realizar
un diagndsticor

»= Sien el grupo de’casos se revelo que la auto-agresion fue una conducta no
fue con la finalidad-de terminar la vida. No se entiende la redaccion

= Sien el grupo control-se reporté alguna conducta suicida o historia familiar

de suicidio; asi como alguna discapacidad mental.
5.1.5. Obtencion de la muestragbioldgica

Posterior a la aplicacion de~las -entrevistas y el diagnostico de los casos y
controles, se obtuvo una muestra de Sangre periférica (5-10 ml) por puncion
endovenosa empleando tubos vaeutainer| BectonDickinson con anticoagulante
(EDTA al 0.5%).

5.1.6. Aislamiento de ADN gendmico

El ADN se extrajo de una muestra de aproximadamente)de 3mL de sangre total
tanto para el grupo de casos y controles; utilizando el kit de, purificacion del ADN
de Wizard ® Genomic (A1620). El protocolo para el aislamientoydel ADN gendémico

fue el siguiente:

» Paso 1: se agregd un volumen de 9 mL de solucion de lisis ¢elular a un tubo
de centrifuga estéril de 15 mL.

» Paso 2: posteriormente, se agitdo suavemente el tubo de sangrehasta que
guedo bien mezclado; luego se transfirié la sangre al tubo con la so6lucion

de lisis celular. Se mezclé el contenido invirtiendo el tubo 5-6 veces.
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» Paso 3: dicha mezcla se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente
(se invirti6 2 a 3 veces durante la incubacion) para lisar las células rojas. En
seguida, se centrifugo a 2,000 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

» Paso\4: después, se retir0 y desechd la mayor cantidad posible de
sobrenadante sin alterar el sedimento blanco visible (aproximadamente 50—
100uL “desliquido residual). Los pasos 1 al 4 se repitieron segun las

condiciones_en la que se encontrara la muestra.

Nota: aquellas muestras.donde el pellet parecio contener solo glébulos rojos, se
agrego una alicuota adicional de solucion de lisis celular después de eliminar el

sobrenadante sobre el sedimento celular, y luego se repitieron los pasos 3y 4.

» Paso 5. Posteriormente, el tubose agité vigorosamente en el vortex
hasta que los glébulos=blancos se a suspendieran(10-15 segundos).
Paso 6: se agreg0’ 3mL.de~la solucion de lisis nuclear al tubo que
contiene las célulasresuspendidas y se incubd la solucion a 37 ° C.

» Paso 7: consecutivamente, “se"tadicion6 1mL de la solucion de
precipitacion proteica a«‘la. solucion de lisis nuclear, y se agitd
vigorosamente durante 10-20.segundos en el vortex.

» Paso 8: seguidamente, se centrifugd a . 2,000 x g durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

» Paso 9: Se transfiri6 el sobrenadante a um tubo de microcentrifuga
limpio de 1.5 mL que contenia 3 mL de isopropanol a temperatura

ambiente.

Nota: en casos donde quedard algo de sobrenadante en el tabo original que
contiene el sedimento de proteinas, se dejo este liquido residual‘en’ el tubo para

evitar contaminar la solucion de ADN con la proteina precipitada.

» Paso 10: después, se mezclé suavemente la solucion por ‘inversion

hasta que las hebras blancas de ADN formaron una masa visible.
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= Paso 11: posteriormente, se centrifugd a 2,000 x g durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

*» Paso 12: se decant0 el sobrenadante y se agregd una muestra de etanol
al 70% a temperatura ambiente al ADN. se invirti6 suavemente el tubo
varias veces para lavar el sedimento de ADN vy los lados del tubo. Se
centrifugé como en el paso 11.

» Paso 13! se continué aspirando cuidadosamente el etanol. Luego se
invirtiotel/tubo en un pedazo papel absorbente limpio y secé al aire el
pellet durante 10—15 minutos.

» Paso 14: finalmente, se agreg6é 250 pL solucion de rehidratacién de
ADN al tubo y-se’rehidrat6é el ADN incubando a 65 °C durante 1 hora.
Se, mezclo periddieamente la solucion golpeando suavemente el tubo.

» Paso 15: se almacengtel ADN extraido de 2-8 ° C
5.1.7. Genotipificacion: Caracteristicas del microarreglo

La genotipificacion fue realizada. con” la plataforma comercial de Infinium
PsychArray-24 v1.2 BeadChip (PsychChip,: lllumina, San Diego, CA, USA). El
contenido de Infinium PsychArray<24. v1.2 BeadChip incluye ~271,000 SNPs
probados en Infinium Core-24 BeadChip, ~277,000 marcadores de Infinium
Exome-24 BeadChip, y ~50,000 marcadores asqciados con trastornos comunes
en psiquiatria. Estos marcadores contienen variantes genéticas asociadas con la
investigacion de afecciones psiquiatricas comunes, tales como: esquizofrenia,
bipolaridad, trastorno del espectro autista, trastorno por @éficit de atencion con
hiperactividad, depresion mayor, trastorno obsesivo compulSi¥0j anorexia nervosa,

sindrome de Tourette.
5.1.8 Protocolo de laboratorio

Para la genotipificacion se siguieron los criterios de la guia del protocolo de
laboratorio automatizados de Illlumina Infinium High Throughput Screening (HTS),

el cual se resume en la Figura 6.
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Figura 6.

Flujo de trabajo automatizado de lllumina Infinium HTS
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1mM EDTA

BeadChip

v

gen del BeadChip

Ad
e Escaneado
50

IScan: 5

adChip
Sistema deescaneado
iScan: dChip

Imagen y arehi e
dat

]
]
]
O
O

MA1
MA2
M3M
FMS
PM1
RA1
PB1
PB2
Lx1
LX2
EML
SML
ATM
XC3
XC4

Opcional
Pre-Amplificacion
Post-Amplificacion
Almacenamiento en frio

Incubacian durante la noche

Multi-Sample Amplification 1 Mix
Multi-Sample Amplification 2 Mix

Multi-Sample Amplification Master Mix
Fragmentation solution

Precipitation solution

Resuspension, hybridization, and wash solution
Reagent used to prepare BeadChips for hybridization
Humidifying buffer used during hybndization
XStain BeadChip solution 1

XStain BeadChip solution 2

Two-Color Extension Master Mix

Superior Two-Color Master Mix

Anti-Stain Two-Color Master Mix

XStain BeadChip solution 3

XStain BeadChip solution 4

Nota: El gréfico representa un resumen de la metodologia autematizada del

microarreglo lllumina Infinium. Adaptada Infinium HTS Assay [Grafieg), por lllumina

support,

(https://support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/documentation/chemistry _documentation/infinium_assays/infini

um-hts/infinium-hts-assay-reference-guide-15045738-04.pdf)
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5.1.9. Control de calidad

Las”tasas de intensidad fueron convertidas a formatos de archivos PLINK
utilizando* la plataforma Genome Studio. Posteriormente, los procedimientos de
control de.calidad iniciales fueron realizados en PLINK. En este sentido, los

individuos.owariantes fueron excluidos basados en el siguiente criterio:

» Individuos y variantes con una tasa de llamado menor que el 95%

»= Variantes'€on una frecuencia del alelo menor (MAF, por sus siglas en
inglés) inferior al 5%.

* Variantes per un valor de p inferior a 1x10% para la prueba de chi-
cuadrada del ‘Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, por sus siglas en
ingles)

» Individuos que en el analisis de identidad por descendencia (IBD, por

sus siglas en inglés) tengan un pihat = 0.1.
5.1.10. Imputacion

Posteriormente, para tener una_mayor eobertura de los polimorfismos en el
genoma, se realiz6 un proceso desimputacion. Para dicho proceso se utilizo el
programa Beagle con el panel de referencia del proyecto de 1000 genomas
multiétnicos. Después de la imputacion, .se considero todas las variantes con un
MAF superior al 1% y una dosis alélica imputada superior a 0.4 como limite. A

consecuencia de lo anterior, la imputacion dio un total de.4,835,917 SNPs.
5.1.11. Principios éticos

El protocolo de este proyecto de investigacion fue aprobado por el Instituto
Nacional de Medicina Gendmica (numero de registro: 23/2015/4). Todos los
participantes se les explico primeramente de forma verbal y despuéSyescrita los
objetivos y procedimientos del proyecto. Después de la explicacion se(prosiguio a
la firma del consentimiento informado. El protocolo fue desarrollado y cumple con
los criterios de la declaracion de Helsinki de 1964.
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5.1.12. Andlisis de asociacion genética a nivel de gen

Para evaluar la asociacion a nivel de gen en el fenotipo de intento de suicidio, se
realizé” un andlisis generalizado utilizando el intento de suicidio como variable
binaria. /El.andlisis de asociacion genética a nivel de gen fue ejecutado con el

programa:MAGMA. Se evalud los datos bajo tres diferentes modelos:

= Regresion de los componentes principales
» Prueba de“asociacion de media de SNPs

» Prueba deasociacion de SNPs principales

Todos los modelos fueron_ ajustados por edad, género y diagnostico base y los
primeros cinco componentes.principales de la ancestria global. La ancestria global
se realiz6 con un panel de_marcadores de ancestria informativos previamente
publicados para diferencias poblaciones americanas; los componentes principales
fueron calculados con el seftware GCTA. Con respecto a la significancia
estadistica, se consider6 la penderacién de los valores de p de los tres diferentes
modelos del analisis a nivel de‘gen. Ensconsecuencia, un valor de p inferior a
1x10% se tomé significativo a nivel de gensy.-un valor de p menor a 1x10% fue

considerado como estadistico nominal significativo a nivel de gen.
5.1.13. Andlisis a nivel de variante

Una vez encontrados los genes asociados a intento_de_suicidio por el analisis a
nivel de gen, se llevdé a cabo un analisis anidado de variante puntual en dichos
genes. Para el andlisis a nivel de variante se extrajo todas'las*variantes imputadas
y se realizaron pruebas de asociacion genética al intento de.suicidio mediante un
analisis de regresion logistica en PLINK. Todos los modelos fueron ‘ajustados por
edad, genero, diagnostico base y los primeros cinco componentes_principales de

ancestria global.
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5.1.14. Predicciéon de analisis funcional

Se.predijo el efecto potencial de los polimorfismos de los genes asociados con

intente”de* suicidio usando la herramienta bioinforméatica Regulome DB database.
5.2. Analisiside enriquecimiento
5.2.1 Busqueda'de literatura

Los datos fueron obtéenidos en las bases de PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
y Scopus (https://mww.scopus.com/search/). El analisis consistio en la busqueda
de articulos originales” donde se haya realizado un GWAS con resultados
relacionados a la conduéta.suicida. Las palabras clave utilizadas fueron "suicid*" y
"GWAS". Las referencias de’los articulos relacionados fueron analizadas para

poder identificar reportes adicionales.
5.2.2. Criterios de inclusion / exclusion
Se incluyeron los articulos que“Conteniansos siguientes datos:

» Resultado primario de interés relacionado a la conducta suicida.
= GWAS (SNPs o CNVs).
* |diomainglés.
Los articulos fueron excluidos por:
= Datos no disponibles en su totalidad.
= Ser revisiones 0 meta-andlisis.

= Ser estudios duplicados.
5.2.3. Extraccion de datos
Los siguientes datos se obtuvieron de los articulos seleccionados para el andlisis:

= Nombre del primer autor
»= Afio de publicacion
»= Disefio o nombre de la muestra,

= Tamano de la muestra,
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» Tipo de microarreglo,
* Tipo de conducta suicida,
* Diagnéstico base

* »Genes presumiblemente asociados con la conducta suicida.
5.2.4. Andlisis, estadistico

El analisis de.enriquecimiento se realiz6 con los genes obtenidos de los GWAS
asociados con (la“conducta suicida utilizando la herramienta de Enrichr
(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr)(Kuleshov y cols., 2016). Enrichr calcula el
enriquecimiento mediante la exploracién de bibliotecas genéticas, evalla la
informacion de la ontologiar génica (GO, por sus siglas en ingles) y calcula los
valores de p asi como el “ajuste de los valores de p, brinda puntuaciones Z y
combina las puntaciones representativas de las pruebas exactas de Fisher y el
estadistico Z. Para el analisis funcional se utilizé la Enciclopedia de Genes y
Genomas de Kioto (KEGG,«or sus.siglas en ingles) y para la ontologia génica se
abordo desde el punto del Proceso-Bioldgico. Derivados de estos, los valores de p
se calcularon utilizando la prueba.exacta de Fisher y los valores de p ajustados se
obtuvieron bajo el método de Benjamini-Hachberg para la correccién de pruebas
de hipétesis multiples; la significancia®estadistica’ se consideré con un valor de p
<0.05 después del ajuste. La puntuacion Z se calculd para la desviacion de un
rango esperado utilizando una modificacion de la prueba exacta de Fisher. Para el
analisis de enriquecimiento solo se incluyeron los genes)asociados directamente
con conducta suicida (intento de suicidio, ideacion suicidasyymuerte por suicidio);

Figura 7.
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6. RESULTADOS

6.1. Estudio de asociacion genética
6.1.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

Los 192 sujetgs reclutados para el estudio se dividieron en 1 grupo de casos
diagnosticados<«con,intento de suicidio (n=37) y 1 grupo de comparacion sin intento
de suicidio, Tabla.

Tabla 1.
Caracteristicas socio-demograficas de los sujetos estudiados

Edad (afios, + DE) 35.95 (9.03) 35.33 (12.51)
Escolaridad (afos, + DE) 11.51 (4.03) 12.33 (5.22)
Género
Hombres (n, %) 20/(54.05) 76 (49.03)
Mujeres (n, %) 174(45.95) 79 (50.97) 90
Uso de sustancias
Alcohol (Si/No) 17120 25/130
Marihuana (Si/No) 5/32 7/148
Cocaina (Si/No) 6431 6/149
Tabaquismo (Si/No) 26/11 45/110

Nota: DE, desviacion estandar
6.1.2. Identificacion de genes asociados a intento de suicidio

En el andlisis a nivel de gen se encontré que el gen del reCeptor Scavenger clase
A miembro 5 (SCARADS5) fue asociado con intento de suicidiol con una significancia
estadistica de p=1.12x10. Mientras que los genes del receptor de\secretagogos
de hormona de crecimiento (GHSR), del regulador de la sefializacion de la
proteina G 10 (RGS10) y de la serina/treonina proteina cinasa 33 (STK33) fueron
nominalmente asociados con el intento de suicidio; con unos valores*de p de
0.0004, 5.13x10°% y 3.62x10°° respectivamente, Tabla 2. La Figura 8 representa
el grafico de Manhattan de los valores de p en el presente estudio preliminar de

GWAS de intento de suicidio en pacientes psiquiatricos mexicanos y controles.
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Tabla 2.

CQ( asociados al intento de suicidio en poblacion mexicana.

3% . 172161081-172166246 GHSR 12 4.02 2.92x10%5

8 k¥27727399-27850369 SCARA5 352 4.35 6.77x10°%

10  A421259339-121302222 RGS10 128 3.93 4.10x10%
11 -8443417-8615836 STK33 526  3.77 8.23x10%
Nota: Resumen alisis de asociacion a nivel de gen del GWAS de intento de

suicidio en pacient@siquiétricos y controles. (Gonzélez-Castro y cols., 2019a)

/\

Grafico de Manhattan de los ge® asociados

Figura 8.
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Nota: El grafico representa el analisis realizado a nivel de gen en los pacientes con

intento de suicidio.
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6.1.3. Asociacion genética a nivel de variantes

Pesteriormente de las asociaciones a nivel de gen, se llevé a cabo una prueba de

asociacion anidada de todas las variantes incluidas en cada gen. Se encontré que

118 SNPs.estan asociados a suicidio en el andlisis anidado; de los cuales las

principales variantes asociadas significativamente a suicidio estan reportadas en la

Tabla 3. Las yvariantes con mayor significancia estadistica a suicidio por cada gen

fueron

rs565105~para el

gen GSHR,

rs2685393 para el

rs561361616 para el'gen RGS10 y rs11041981 para el gen STK33.

Tabla 3.

Resumen de variantes genéticas asociadas al intento de suicido

gen SCARAS5,

GHSR
rs565105 172162117 /GIT 044 0.18 3.35[1.77-6.53] 2.33e-04
rs482204 172162829 G/A_ 0.44 0.19 3.36[1.75-6.46] 2.66e-04
rs495225 172166033 G/A', 0.44 0.20 3.04[1.61-5.75] 6.40e-04
rs2948694 172165163 G/A+-0.28 0.11 3.26[1.54 -6.91] 2.04e-03
SCARA5S
rs2685393 27831887 T/C '0.33 012 3.45[1.82-6.57] 1.58e-04
RGS10
rs561361616 121294102 C/A 0.26 0.58+ .0.20[0.10 - 0.42] 2.08e-05
rs1537577 121284536 T/C 0.22 0.47° 0.23[0.11-0.47] 7.07e-05
rs11198999 121285930 G/A 0.24 0.49 0725[0.12 - 0.49] 7.84e-05
rs9732576 121294035 A/G 0.24 0.47 0.27[0.14-0.54] 1.91e-04
rs9732577 121294198 T/C 0.24 0.47 0.27/0:14 - 0.54] 1.91e-04
rs2014999 121287641 A/C 0.24 0.46 0.2910.15 - 0.57] 3.38e-04
rs11199000 121288885 A/G 0.24 0.46 0.29[0.15-0.57] 3.38e-04
rs17098973 121288501 A/G 0.24 0.46 0.29[0.15- 0:57] 3.39e-04
STK33
rs11041981 8579208 T/C 0.24 0.52 0.22[0.11 - 0.44]~ 1.81e-05
rs11041993 8596554 T/C 0.25 0.53 0.22[0.11-0.45]/ 2.27e-05
rs11041994 8597866 C/A  0.25 0.53 0.22[0.11 - 0.45]\2.27e-05
rs11041995 8598233 A/IG 0.25 0.53 0.22[0.11 - 0.45] "2.27e-05
rs11041997 8602016 AIG 0.25 0.53 0.22[0.11-0.45] 2.27e-05
rs10840083 8608636 A/IG 0.25 0.53 0.22[0.11-0.45] 2.27e-05
rs10769918 8609710 C/T 0.25 0.53 0.22[0.11-0.45] 2.27e-05

Nota: Ins, intento de suicidio; Con, controles. (Gonzéalez-Castro y cols., 2019a)
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6.1.4. Prediccion del analisis funcional de las variantes asociadas

De~l0s 118 variantes genéticas asociados a suicidio en el analisis anidado, se
obsenv0_que 10 de estas variantes son inserciones/deleciones cortas y 108 son
variantes_de un solo nucleétido. En relacion con la localizacion de los genes de
estas variamtes, 113 fueron intronicas, 2 fueron localizadas en regiones sin
traducir, 2 estan cerca dela regién de corte y empalme y 1 es una variante
sinbnima. Las variantes asociadas fueron localizadas en regiones no codificantes
con ningun efecto sohre la estructura de la proteina. Se realizé una busqueda en
las bases de datos/derRegulomeDB; de lo cual se presenta las variantes

asociadas significativamente con mayor puntuacion:

» rs10769918, STK33 (Puntuacion: 2b, TF:SRF)
» 1517098973, RGS10 (Puntuacion: 2b, TF: FOS/ MYC/ USF1/ EBF1)
* 1511041993, STK33 (Puntuacion: 2c, TF: CEBPB)

6.2. Analisis de enriquecimiento
6.2.1. Caracteristicas de GWAS de la conduéta suicida

Inicialmente, la busqueda en la literatura proporciono 191 articulos (PubMed= 97,
Scopus= 93) relacionados a GWAS_« suiCidio. Después de los criterios
metodoldgicos de inclusion/exclusién, obtuvimos 21-estudios elegibles, Tabla 4
(Bani-Fatemi y cols., 2016; Coon y cols., 2018; Erlangsen y cols., 2018; Galfalvy y
cols., 2015; Galfalvy y cols., 2013; Gross y cols., 2015;Kimbrel y cols., 2018; Laje
y cols., 2009; Levey y cols., 2019; Menke y cols., 2012; Mullins'y cols., 2014; Perlis
y cols., 2010; Perroud y cols., 2012; Pulay y Rethelyi, 2016; Schosser y cols.,
2011; Sokolowski y cols., 2016, 2018; Stein y cols., 2017; Strawbridge y cols.,
2019; Willour y cols., 2012; Zai y cols., 2015). Con respecto a la ‘situaeion clinica
de los individuos incluidos, las conductas suicidas que fueron prinCipalmente
estudiadas fueron intento de suicidio e ideacion suicida; frecuenté @on un
diagnostico psiquiatrico de depresion mayor o bipolaridad. Por otra parte, \casi

todos los estudios fueron realizados en poblacion caucasica.
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Tabla 4.

Rc( en de los articulos de GWAS asociados a la conducta suicida.

(Lajey R*D TES lllumina 180(90) EUA DM

cols., 2009) | Human-1
(Perroud y GE IdS-  lllumina 706 (244) Europeos DM

cols., 2012) P @ TES Human GLO-

Quad Bead
(Menke y MARS S lllumina 397 (32) Alemania DM-DB

cols., 2012) | Human-1
< lllumina
_Hap300
(Perlis y STEP- IS Q;\ 8737(2805 Reino DB
cols., 2010) BD, ) Unido, DM
GAIN, ® 3117 Alemania, DM-DB
STAR*D é (1295) Paises
> 4 1273 (176) Bajos

(Schossery DeCC, lds ina 2023 (251 Dinamarca DM
cols., 2011) DeNt 1 15) , Suiza, RU
/]

(Willour y GAIN- IS Aﬁyruix 6 (2496) Alemania DB
cols., 2012) BD, arra /(\ 5

TGEN /\
(Galfalvyy  Caso- VS GeneCm@ 99.(68) EUA, Mixto
cols., 2013) control Mapping b O Canada,
Xba Alemania
(Mullins y BACCs, 1dS, Illumina 3270@ Dinamarca DM-DB
cols., 2014) GENDE IS HumanHap55 , Suiza, RU
P 0 (?
(Gross y Caso- [dS  lllumina Omni- 1608(475) DM
cols., 2015) control Quad da,
Beadchip. Alémania
(Galfalvyy  Caso- IS, lllumina Omni- 1810(260  EUA, DM
cols., 2015) control VS  Quad ISy 317 Canada
Beadchip VS) Alemania.. ™\
(Zaiy cols., Trios CSs llluminaSentrix 1123(959) Canadéb M
2015) Human ‘6
Hap550
(Pulay y GAIN IdS, Affymetrix 3355(848) Europeos
Rethelyi, MDD, IS Genomwide 1
2016) GAIN- M O
D O

L 2
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(Bani- cohorte IS lllumina 121(53) Canadéa ESQ
Fatemiy Omnia 2.5
cols.#2016)
(Sokelowski  Trios IS lllumina Omni- 1980(660 Ucrania ESQ, DB,
y colsg Quad trios) DM, otros
2016) Beadchip
(Steiny STARRS IS llumina 10251 EUA DM, AG,
cols., 2017) Infinium (473) DP, otros
PsychChip 135(7014)
(Erlangsen iPSYCH IS llumina 50264 Dinamarca ESQ, DB,
y cols., Infinium (6024 1S) ANS, otros
2018) PsychChip
(Kimbrel y Caso- [dS, llumina 1571 (138 EUA DPT 6 DM
cols., 2018) control IS Hap650 IdSy 122
llumina 1M- IS)
Duo
llumina Omni
(Coony Trios IS llumina 43 familias EUA DM, DB,
cols., 2018) Infinium (216 1S) ESQ, ANS,
PsychChip AS
(Sokolowski  Trios IS llumipa Omni- 660 padres Ucrania ESQ, DB,
y cols., Quad (498 1S) DM
2018) Beadchip
(Levey y Yale- IS Humina'Omni- 6320 Europeos, DM
cols., 2019) Penn Quad (11311S) americano
Beadghip S
(Strawbridg UK IdS, lllumina QmAi-_.122 935 Reino DB, AG, DM
ey cols., Biobank IS, Quad (87 VS) Unido y ESQ
2019) VS Beadchip
lllumina
Immuno

Nota: STAR*D: Sequenced Treatment Alternatives to~Relieve Depression; GENDEP:
Genome-Based Therapeutic Drugs for Depression; MARS: Munich Antidepressant
Response Signature; STEP-BD: Systematic Treatment Enhancement Program for Bipolar
Disorder; GAIN: Genetic Association Information Network; TGEN: Translational Genomics
Research Institute; BACCs: Bipolar Affective Disorder Case Cantrol Study; STARRS:
Study To Assess Risk and Resilience in Servicemembers; €S:“conducta suicida; IS:
intento de suicidio; 1dS: ideacién suicida; VS: victima de suicidiof’DM: depresion mayor;
DB: desorden bipolar; ESQ: esquizofrenia; AG: ansiedad generalizada; DP: desorden de
panico; ANS: ansiedad; DPT: desorden post-traumatico; AS: abuso de”sustancias; RU:
Reino Unido; EUA: Estados Unidos de América. Gonzalez-Castro TB (2019;p. 4)

6.2.2. Principales caracteristicas de los genes seleccionados.

En este paso, el objetivo fue explorar las implicaciones funcionales de los genes

relacionados con el suicidio en los estudios GWAS presentados anteriormente. Sin
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embargo, sélo se consideraron los GWAS con asociacion directa con CS (IS, IdS y
V/S); por lo tanto, los articulos de Laje G. y colaboradores (2009), Perroud N. y
colaboradores (2012) y Menke A. y colaboradores (2012) se excluyeron del
analisis de enriquecimiento (Laje y cols., 2009; Menke y cols., 2012; Perroud y
cols., 2012):
Los genes seleccionados de los 18 articulos restantes se ubican dentro de los
cromosomas 1/al22:

* Nueve genes‘€n el cromosoma 6.

= Ocho genes‘en’los cromosomas 1, 9y 10.

= Siete genes en‘es cromosomas 2 y 8.

= Seis genes en los'ctomosomas 3 y 14.

= Cinco genes en los cremosomas 4, 7y 13.

= Cuatro genes en los cromosomas 5, 11,12 y 15.

= Tres genes en los cromosemas 17 y 18.

»= Dos genes en el cromosoma 16+

= Un gen en los cromosomas\19, 207 21y 22.
6.2.3. Proceso biolégico GO

En la Tabla 5 se presentan las 15 primeras GO del proceso bioldgico con el
puntaje combinado mas alto de los genes relacionados con la conducta suicida de
los estudios GWAS. El andlisis reveld 924 procesos biologicos GO involucrados de
los genes seleccionados. Con respecto a esto, los que mantuvieron la significancia

estadistica después del ajuste fueron:

» Regulacion de la importacion de glucosa en respuesta .al estimulo de
insulina (p= 0.02).

» Regulacion de la localizacion de proteinas en la membrana.plasmatica (p=
0.02).

» Regulacion positiva de la actividad endopeptidasa (p= 0.04),

= Adhesion heterotipica célula-célula (p= 0.04)

» Regulacion de la contraccion de las células del musculo cardiaco (p= 0.04)

37



» Regulaciéon positiva de la localizacibn de proteinas en la membrana
plasmatica (p= 0.02)

»* "Regulacion positiva de la localizacion de proteinas en la periferia celular (p=
0.02).

Tabla 5.

Top 15 de los\procesos biolégicos implicados a los genes asociados a la conducta
suicida de los GWAS:.

1 Haz de células His a la*comunicacion  0.0009058 0.07609 -3.63 25.42
de miocitos Purkinje (GO:0086069)

2 Regulacion de la importacion de 0.000045 0.02079 -2.52 25.2
glucosa en respuesta al estimulo de
insulina (GO:2001273)

3 Adhesion celular del musculo 0.0007069 0.07257 -3.32 24.12
cardiaco- célula- muscule
cardiaco(G0:0086042)

4  Haz de His adhesién del miecito 0.0005319 0.06144 -3.19 24.08
celular-Purkinje involucrada en la
comunicacioén celular. (GO:0086073)

5 Regulacion de la localizacion de 0.00002525 0.02079 -1.83 19.36
proteinas en la membrana
plasmatica. (GO:1903076)

6 Regulacion positiva de la actividad 0.000273 0.04549 -2.03 16.7
endopeptidasa. (GO:0010950)

7 Regulacion del potencial de accion 0.001644 0.1085 -2.57 16.46
de las células del musculo cardiaco
ventricular (GO:0098911)

8 Regulacion positiva de la importacion  0.001375 0.1051 -2.49 16.42
de glucosa en respuesta al estimulo
de insulina. (GO:2001275)

9 Adhesion heterotipica célula-célula 0.0003075 0.04549 *-1.92 15.56
(G0O:0034113)

10 Regulacién del proceso catabdlico 0.001937 0.1193 ¢ #2:44 15.23
(GO:0009894)

11 Regulacién de la quimiotaxis de 0.002252 0.1219 -2:43. 14.81
granulocitos. (GO:0071622)

12 Regulacién de la contraccién de las 0.0003446  0.04549 -1.851.14.77
células del musculo cardiaco.
(G0O:0086004)
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13 Respuesta celular al estimulo de 0.002252 0.1219 -2.42 14.77
particulas de lipoproteinas de baja
densidad. (GO:0071404)

14« Regulacion positiva de la localizacion 0.000074 0.0222  -1.53 14.53
desproteinas en la membrana
plasmatica. (GO:1903078)

15 Regulacion positiva de la localizacion  0.0000961 0.0222  -1.46 13.55
de proteinas en la periferia celular.
(GO:1904377)

Nota: PO, posiCién; p-a, valor de p ajustado; OG, ontologia génica; P Z, puntaje de

la prueba de Z; P-E puntaje combinado. (Gonzalez-Castro y cols., 2019b).
6.2.4. Vias de KEGG

También exploramos las yfas implicadas en los genes asociados a la conducta
suicida de los GWAS. A partir.de estos andlisis, se obtuvieron 130 vias. Las 15
vias principales con una puntuacion combinada mayor al rango, se muestran en la
Tabla 6. De estas, se pudo olServar una asociacion estadistica significativa

después de ajustar en las siguientesvias:

» Sintesis y secrecion de aldosterona’(p= 0.03),
* Viade sefalizacién de Rapl (p=0.03)

= Cardiomiopatia arritmogénica del’ventricuale derecho (p=0.03).
Tabla 6.

Top 15 de las vias KEGG implicados a los genes asociados a la conducta suicida
de los GWAS

1 Sintesis y secrecion de aldosterona. 0.000785 0.03402 "-1.97 14.0
(hsa04925) 1 8

2 Viade sefializacion Rapl (hsa04015) 0.000745 0.03402"~1,94 13.9
7 4

3  Miocardiopatia arritmogénica del 0.000557 0.03402 -1:82~ 13.6
ventriculo derecho (hsa05412) 9 4

4  Diabetes mellitus tipo Il (hsa04930) 0.001886 0.06129 -1.86'.11.6
6

5 Contraccion del musculo liso vascular  0.003332 0.08663 -1.76 10.0
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(hsa04270) 5
6~ Adiccion a las anfetaminas (hsa05031) 0.004871 0.09045 -1.83 9.76
" _Glucdlisis / Gluconeogénesis 0.004871 0.09045 -1.81 9.61
(hsa00010)
8  VMia de sefializacion de la oxitocina. 0.008755 0.1056 -1.76 8.35
(hsab4921)
9 Empalmes por adherencia (hsa04520) 0.006424 0.1044 -1.64 8.26
10 Secreeidn de insulina (hsa04911) 0.009402 0.1056 -1.63 7.59
11 Miocardiopatia dilatada (hsa05414) 0.01098 0.1056 -1.59 7.19
12  Adicciona la.morfina (hsa05032) 0.01131 0.1056 -1.54 6.91
13 Arrastre circadiano (hsa04713) 0.0127 0.1056 -1.54 6.71
14 Regulacién mediadora inflamatoriade  0.01381  0.1056 -1.55 6.62
los canales TRP. (hsa04750)
15 Via de sefalizacion del glucagon 0.01496 0.1081 -1.44 6.05

(hsa04922)

Nota: PO, posicion; p-a, valor'de p ajustado; hsa, homo sapiens; P Z, puntaje de la

prueba de Z; P C, puntaje combinado. (Gonzalez-Castro y cols., 2019b).
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7. DISCUSION
7:1+Asociacion genética

Hoy en“dia, se conoce que hay una variedad de factores de riesgo biolégicos que
influyen epda conducta suicidia. Los GWAS permiten explorar sistemas biolégicos
que aun nosSe estudian. Por lo tanto, uno de nuestros objetivos fue realizar un
estudio de asociacion a nivel de genes en individuos mexicanos que habian
intentado suicidarsey’para encontrar variantes genéticas que pudieran aumentar el
riesgo de intento de-suicidio.

Los resultados mostraron nuevos genes asociados con intento de suicidio en
individuos mexicanos; ceme por ejemplo el gen SCARA5. En el 2006, SCARAS
fue identificado como el nueve’miembro de la familia de receptores Scavenger por
Jing y colaboradores (2006), el-gen se localiza en el cromosoma 8p21.1 (Jiang y
cols., 2006). La asociacion con el-intento de suicidio podria establecerse a traves
de que los receptores Scavengers de-elase A inician respuestas inflamatorias. La
expresion del gen SCARAS en’si-esta‘asociada con la activacion / polarizacion de
microglia (Tang y cols., 2018)./La mieroglia activada produce citocinas y
quimiocinas que afectan la plasticidad' sinaptica, el metabolismo de los
neurotransmisores y los neurocircuitos relevantes'para la regulacion del estado de
animo (Isgren y cols., 2017); Figura 9. Ademas, se«reportdo una mayor variabilidad
transcriptdmica de SCARA5 en la corteza temporal en pacientes con autismo
(Garbett y cols., 2008). Debido a lo anterior se podria“especular un papel de los
receptores Scavengers de clase A en las respuesta inflamatoria de microglia,
observadas en algunas enfermedades neuropsiquiatricas (Brites y Fernandes,
2015). La asociacibn de SCARA5 en pacientes psiquiatricos con intento de
suicidio no ha sido informada antes. Sin embargo, existe evidencia previa de
asociacion con trastornos psiquiatricos como esquizofrenia y depresion, entre
otros (Carboni y cols., 2018; Rincon-Cortes y cols., 2015; Xu y cols., 2013). Por lo
tanto, podriamos inferir que SCARAS tiene una pequeia participacion_en el

comportamiento que conlleva el intento de suicidio. La validacion futura de”estos
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resultados podria proporcionar una mejor comprension de los factores de riesgo

que influyen en el desarrollo del comportamiento suicida y el intento de suicidio.

Figura 9.

Receptor_ Scavenger clase A miembro 5 y su implicacion neurolégica
Loy

Sangre

] ) Cerebro
-

Quimiocinas
Citocinas
EspemesReactlvasde Oxigeno

Trangportado a travésdela
barrera hematoencefélica

Nota: El grafico propone que SCARAS inicia respuestas inflamatorias a traves de

la activacion de la microglia.

Por otra parte en el presente estudio preliminar_también se revel6 que el gen
GHSR esta asociado con el intento de suicidio enspoblacion mexicana. GHSR
codifica a un miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G, que se
encuentran en la region cromosémica 3g26.31 (Cabral y~cols., 2017; Martinez
Damonte y cols., 2018). Estudios reportan que GHSR puede, heterodimerizarse
con otros receptores acoplados a proteinas G, como el receptor de,serotonina 2C
y los receptores de dopamina D1 y D2; los cuales estan fuertemente asociados
con la conducta suicida (Cabral y cols., 2017; Genis-Mendoza y colss; 2017). Una
relacion entre el gen GHSR y el comportamiento suicida podria deberse ja que la
expresion de GHSR principalmente se da en la glandula pituitaria y en otras areas
especificas del sistema nervioso central. Por ejemplo, esta altamente distribuido

en el hipotalamo, que es una region importante que controla las funciones
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neuroendocrinas (Cabral y cols., 2017; Martinez Damonte y cols., 2018). GHSR
también se encuentra altamente expresado en el hipocampo, la amigdala y el area
tegmental ventral; las cuales tienen una participacion importante en la regulacion
del estado de animo también (Huang y cols., 2017). Derivado de esto, podriamos
sugerir quela actividad de GHSR impacta fuertemente en la actividad neuronal, lo
que conlleva“un posible efecto fisioldgico y conductual. Estos resultados ayudarian
a la busqueda‘de regiones genéticas candidatas asociadas con la predisposicion
al intento de suicidio*

Igualmente, se observo que el gen RGS10, ubicado en la regién cromosémica
10g26.11, esté asociado con el intento de suicidio en la poblacion mexicana . El
regulador de la sefializaeion de la proteina G desempefia un papel crucial en la
modulacién de la sefalizacion de GPCR a través de su actividad proteica
activadora de GTPasa hacia lastsubunidades Ga (Lee y Tansey, 2015). Debido a
varios efectos de la sefializacion de-GPCR, las proteinas RGS estan implicadas en
una serie de enfermedades; que vansdesde cancer hasta trastornos del SNC. En
este sentido, es sugerido que~la disfuncion de la transduccion de sefales
neuronales a través de la proteina G estd involucrada en la fisiopatologia de la
esquizofrenia y también puede estaren.el trastorno bipolar (Stuart Gibbons y cols.,
2008). Algunos investigadores propongnyalgunos polimorfismos de RGS10, que
causan sustituciones de aminoacidos, «juegan‘un papel en la susceptibilidad
biolégica a estas enfermedades a través de cambios estructurales a nivel de
proteina que alteran la funcion de esta; por ejemplo, alterando la actividad de GAP
(Lee y Tansey, 2015). Sin embargo, esto debe tomarse con“precaucion ya que en
un estudio postmortem con cerebros de individuos con trastornos psiquiatricos,
encontraron membranas inalteradas de RGS4 y niveles de proteinas RGS10
citosdlicas en una poblacion mixta de Suiza y Espafia (Rivero.y~cols., 2013).
Debido a lo anterior, se puede observar que se necesitan mas/estudios en
poblacién mexicana para dilucidar el estado funcional del gen RGS10.

Finalmente, el dltimo gen que encontramos asociado con la conducta suicida en
poblacion mexicana fue STK33. STK33 se descubrio y clasifico por primera“vez

como una serina / treonina-proteina quinasa relacionada supuestamente con la
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familia de quinasas dependientes de Ca?* / calmodulina (CAMK) en el 2001
(Mujica y cols., 2001). STK33 se localiza en la regién cromosomica 11p15.3; pero
aunsno,se saben todas sus funciones; sin embargo, hay algunas sugerencias. Por
ejemplo, en un estudio que evalud la expresion y presencia de la proteina STK33
en las estructuras neuronales del sistema nervioso central en ratas y hamsters,
observarongrandes proyecciones axonales inmunorreactivas de STK33 desde
hipotdlamo magnocelular a la neurohipofisis (Brauksiepe y cols., 2014). Por lo
tanto, esta coneXionm funcional sugiere un puente entre la regulacion neuronal y
humoral del sistema.endocrino. Es por esto que consideramos nuestros resultados
importantes debido a‘wna posible implicacion de STK33 en la conducta suicida en

mexicanos.
7.2. Analisis de enriquecimiento

Como parte de los objetivos se=realizé un analisis de enriquecimiento de las
posibles implicaciones biolégicas de.lesygenes estadisticamente asociados con el
suicidio en estudios GWAS. ES.eonocide que los factores genéticos, biolégicos y
clinicos de la conducta suicida_.también.son comunes en otras enfermedades
psiquiatricas (Haghighi y cols., 2015;.Pulay y Rethelyi, 2016). Por lo tanto, se
discutird el posible enlace de estas vjas,y la conducta suicida u otro trastorno

psiquiatrico relacionado.
7.2.1. Proceso biolégico GO de genes relacionados conla CS

Se evalué el proceso biolégico GO de los genes asociados.can. la conducta suicida
en los estudios de GWAS. De estos analisis, se obtuvo que la regulacion de la
importacion de glucosa en respuesta al estimulo de insulina, la regulacion de la
localizacion de proteinas a la membrana plasmatica, la regulacién-positiva de la
actividad endopeptidasa, la adhesion heterotipica célula-célula, la regutacion de la
contraccion de células musculares cardiacas, la regulacion positiva de la
localizacion de proteinas en la membrana plasmatica, y la regulacion positiva.de la
localizacion de proteinas a la periferia celular fueron estadisticarmente

relacionados con la conducta suicida.
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Para comenzar a discutir con el proceso biologico GO de la regulacion de la
importacion de glucosa en respuesta al estimulo de insulina debemos decir que
hasta la fecha no hay relacion per se con la conducta suicida; sin embargo, no es
el caso'del metabolismo de la glucosa y de la insulina. Por ejemplo, en un estudio
en 17 sujetos que fallecieron por suicidio y 27 no suicidas, compararon los niveles
de glucosa lactato y HbAlc. En este estudio encontraron que la HbAlc media fue
mas alta y la‘glucosa sanguinea media estimada fue menor en el grupo de
muertes por suicidio{Forsman y cols., 2017). Ademas, existe la hipotesis de que la
hiperglucemia e hipérinsulinemia puede aumentar el riesgo de depresion y
suicidio. En otro estudio similar, se pudo observar asociaciones entre la conducta
suicida y las alteraciones’en el metabolismo de la glucosa en sujetos depresivos.
Referente a lo anterior, con-unha muestra de 448 pacientes depresivos el estudio
concluy6é que la resistencia agayinsulina y la alteracion en el metabolismo de
glucosa y lipidos son mas comunes-en pacientes depresivos con conducta suicida
(Koponen y cols., 2015). Por’le tantospodriamos suponer que el metabolismo de la
glucosa y la insulina tiene implieaciones”biolégicas relacionadas con la conducta

suicida.

Por otra parte, se observo una relacién estadistica significativa de la regulacion de
la localizacion de proteinas a la membrana plaspratica GO, la regulacion positiva
de localizaciébn de proteinas a la membrana plaSmética GO, y la regulacion
positiva de la localizacién de proteinas a la periferia celular GO. Estas GOs estan
implicadas en cualquier proceso que active, aumente o module la frecuencia, tasa
0 extension de la localizacion de proteinas a la membrana_ plasmética o periferia
celular (Chu y cols., 2007). En este sentido, se sabe que-las proteinas tienen

funciones que dependen del contexto de localizacién o son necesaria

S para realizar las mismas funciones en multiples compartimentos,spor lo que la
interrupcion de la localizacion de una proteina puede tener conSecuencias
importantes en la salud humana (Laurila y Vihinen, 2009). Existe evidencia que
reporta localizaciones aberrantes en numerosas proteinas. Por ejemplo;la

observada en la importacion de alfa y SMAD3 fosforilada; la cual se vio que
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conlleva a un funcional deterioro del trafico nuclear en la enfermedad de Alzheimer
(Chalmers y Love, 2007). Ademas, es sugerido que una alteracion de la
localizacion de factores de transcripcibn como NF-kB, asi como la union de
elementos de respuesta de AMPc podrian participar en varias enfermedades

neurodegenerativas (Laurila y Vihinen, 2009).

En este mism0)contexto, se obtuvo que la regulacién positiva de la actividad
endopeptidasa “Se~telaciona estadisticamente con la conducta suicida. Esta GO
involucra cualquier.proceso que aumente la frecuencia, tasa o extension de la
actividad endopeptidaSa)(Rea y Fulop, 2011). No hay informacion de este GO per
se relacionado con la conducta suicida, pero algunas evidencias indican que las
condiciones psiquiatricas ‘sescaracterizan por alteraciones en la actividad de la
prolil endopeptidasa sérica (PEP); la cual es una endopeptidasa citosdlica que
corta el enlace peptidico en el\lade de la prolina en los oligopéptidos (Krupina y
cols., 2006). Desde 1999, Maes y'colaboradores evaluaron la actividad de PEP en
plasma en 25 individuos cohr~depresién, 10 con mania y 14 con esquizofrenia
comparados con 30 individues, sin_patologia psiquiatrica. Las evidencias
reportadas en este estudio revelaron una=telacion de menor actividad en la
depresion mayor, mientras que se @bserva upa, mayor actividad en condiciones
psicoticas como mania o esquizofrenia«(Maes y~cols., 1996). Ademas de este
estudio, otras investigaciones reportaron una mayaor variacion de la actividad PEP
en nifios con trastornos del espectro autista en comparacion con los controles
(Momeni y cols., 2005).

Por otro lado, otro GO mostro una relacion estadistica significativa en el analisis
de enriguecimiento como la adhesion heterotipica de célula a célula. Este GO
implica la unién entre las células de diferentes tipos a través dermoléculas de
adhesién (Owczarek y cols., 2015). Se reporta que la adhesion de células
heterotipicas "pareja" neurexina y neuroligina como un posible desencadenante de
sinaptogénesis (Wu y cols., 2019). Ademas, los estudios in vitro sugieren gue el
sistema de adhesion neurexina-neuroligina es muy importante para un ensamblaje

adecuado de circuitos sinapticos (Bang y Owczarek, 2013; Wu y cols., 2019). Esta
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afirmacion fue apoyada por algunos estudios que observaron mutaciones en los
genes de neuroligina-3 a neuroligina-4 vinculados con trastornos del desarrollo
neurolégico (Jamain y cols., 2003). Aunado a lo anterior, existe también
informacion que indica que el complejo sinaptico neurexina-neuroligina esta
intrinsecamente involucrado en la regulacion de la funcion DISC1, contribuyendo
asi a una mejor comprension de la patologia de la esquizofrenia (Owczarek y
cols., 2015). ‘Porlo tanto, aunque no encontramos una relacion directa con la
conducta suicida esfacil asumir una posible participacion de neurexina-neuroligina
sinaptica en el suieidio; dado que se sabe que esta comparte una arquitectura
biol6gica y genética comun con otras enfermedades neuropsiquiatricas como la

esquizofrenia.

Por altimo, la regulacion de la.contraccion de las células musculares cardiacas GO
también mostré una asociacion.‘eén nuestro analisis. Los musculos se contraen
como consecuencia de la despolarizacion y la activacion de los receptores
acoplados a la proteina G, entre“otros,estimulos (Kuo y Ehrlich). En este sentido,
el aumento en el calcio citosodlico estimula numerosas vias de sefializacion
dependientes del calcio, que regulan “la=~centraccibn del musculo cardiaco
(Kobayashi y cols., 2008). En relacion,” en un grupo de 23 pacientes
esquizofrénicos con intento de suicidio, 48 esquizefrénicos sin intento de suicidio y
99 voluntarios sanos, encontraron concentraciones”mas bajas de suero Ca*? en
individuos con esquizofrenia e intento de suicidio (Rufjancic y cols., 2013). Otra
investigacion de calcio en los trastornos psiquiatricos reportd en modelos animales
que el litio atenua los efectos de la sefializacion de calcio mediada por glutamato y
regula los niveles de calcio intracelular; asi como el recambio de calcio en las
neuronas del hipocampo. Se puede esperar que estos efecteS influyan en la
comunicacion dentro y entre las neuronas de varias maneras porque el calcio
puede considerarse como la molécula de sefalizacibn mas comuan y-mas versatil
en las neuronas (Sourial-Bassillious y cols., 2009). Por lo tanto, podriamos
suponer que la alteracion en este nivel podria desencadenar numerosas

condiciones fisiopatolégicas.
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7.2.2. Vias de los genes relacionados con la conducta suicida

En.el analisis de las vias, encontramos que la sintesis y secrecion de aldosterona,
la via“de sefializacion Rapl y la miocardiopatia arritmogénica del ventriculo
derecho’tienen una relacion estadistica con la conducta suicida. Primeramente,
con respecto,_.a la sintesis y secrecion de aldosterona se sabe de qué la sintesis
de aldosteronalante un factor estresante es estimulada por los niveles elevados de
hormona adrenocerticotropica como el cortisol (Nakamura y cols., 2015) y al igual
que esta se relaciopacon la inflamacién; Figura 10. Esta enzima se presenta en el
cerebro en concentraciones significantes, y su papel esta relacionado con el
estrés, el miedo, la ansiedad y otros trastornos psiquiatricos (Borraz-Leon y cols.,
2017). En base a lo anteriorgen. un estudio exploraron si los niveles en plasma de
renina y aldosterona se diferéncian entre pacientes depresivos con intento de
suicidio, pacientes depresivos ‘'sin intento de suicidio y controles sanos. En este
trabajo encontraron que loss sujetos con intento de suicidio tenian niveles
significativamente mas bajos-en’plasma de aldosterona que los otros grupos de
pacientes, asi como los controlés\sanos.(Hallberg y cols., 2011).
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Figura 10.

Relaciéon de la aldosterona con la inflamacion
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Nota: HHA, hipotalamico-hipofisario-adrenal; RM, receptores ymineralcorticoides;
RG, receptores glucocorticoides. El gréfico representa un resumen general de

relacion de la aldosterona con la inflamacion.

De los genes y vias asociadas a la conducta suicida tanto en la ‘poblacion
mexicana y en otras poblaciones sugieren una fuerte conexion ‘entre el
comportamiento suicida y la inflamacién. Por ejemplo, en el cerebro~los
neurocircuitos y sistemas de neurotransmisores parecen ser los mas afectados por
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la inflamacion (Wang y cols., 2018). Lo anterior tanto en el contexto de la
administracion de estimulos inflamatorios como en asociacién con marcadores
inflamatorios en pacientes con depresion u otros trastornos psiquiatricos (Price y
cols., «2018; Wang y cols., 2018); Figura 11. De hecho, se propone que la
inflamacion-periférica y las anomalias sinapticas inducen directa o indirectamente
anomalias funcionales cerebrales que contribuyen a la depresion. La evidencia
actual sugiere-que ciertas citocinas pueden alterar la neuroplasticidad actuando
directamente solreas neuronas o indirectamente mediante la modulacion de la
microglia y / u otras’células inmunes del SNC (Golia y cols., 2019; Price y cols.,
2018).

Figura 11.

Relacion entre inflamacion y tenducta
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Respecto a la via de sefalizacion de Rapl, se sabe que la activacion de Rapl
conduce a su participacion en una variedad de funciones fisiolégicas (Perez y
colss, 2000). Un estudio informé un nivel de proteina Rapl significativamente mas
bajo en pacientes depresivos no tratados en comparacion con pacientes bipolares
eutimicos e tratados y sujetos sanos (Perez y cols., 2001). Posteriormente, en
otra investigacion observaron que la activacion de Rap-1 se redujo
significativamente en la corteza prefrontal y el hipocampo en el grupo suicida en
comparacion con _los’sujetos que murieron por suicidio (Dwivedi y cols., 2006). Por
eso0, podemos establecer su relacion con la conducta suicida entre otros trastornos

psiquiatricos.

En cuanto a la via arritmogénica de la cardiomiopatia del ventriculo derecho, no
hay reportes directos que “propongan una relacion especifica con trastornos
psiquiatricos. Sin embargo, indirectamente hay informacion que muestra la
hipétesis de que un intentosde" suicidio podria representar una causa de la
miocardiopatia Takotsubo ¢(MCT). \WDicha cardiopatia es wuna condicién
relativamente poco frecuente con/una presentacion clinica a menudo imitando el
infarto agudo de miocardio (Dawson,, 2018;Kurisu y Kihara, 2014). La hipotesis
sobre estas investigaciones se basa en‘que Unsntento de suicidio comprende una
angustia emocional extrema y, por lo tante, podriaprovocar un evento de MCT. La
interrupcion brusca del tratamiento selectivo del Jinhibidor de la recaptacion de
serotonina se postula que puede aumentar la activacion del sistema de estrés y el
sindrome nervioso simpatico (Silva y cols., 2019). lza actividad excesiva del
sistema noradrenérgico y el eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal provoca la
disfuncién del sistema serotoninérgico, lo que aumenta el riesgo de una conducta
suicida. Esta relacion es mencionada en informes de casOs 'y revisiones

(Manfredini y cols., 2018; Nowak y cols., 2015; Sengupta y cols., 2016).
7.3. Consideraciones y limitaciones finales

Se sabe que la conducta suicida es un trastorno complejo que involucra muchos
factores ambientales, conductuales, neurobiolégicos y genéticos (Gvion y ‘Levi-

Belz, 2018). Los investigadores del comportamiento suicida buscan factores
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predisponentes (distales) y precipitantes (proximales) (Conejero y cols., 2018).
Ademas, hay varias anomalias bioldgicas, genéticas y ambientales que se
repertan en la conducta suicida, pero no esta claro cuéles son los factores de
riesgo«(Schneider y cols., 2015). Primeramente se debe enfatizar que con respecto
a la prediceion del tipo de variantes que estan asociadas con el intento de suicidio
en la poblacibn mexicana de estudio, eran principalmente intrénicas, ubicadas en
regiones no traducidas o cerca de regiones de empalme, solo una era un cambio
de variante sinébnimo. Por lo tanto, podriamos decir que aunque no hubo variantes
ubicadas en las regiohes de codificacion, se puede suponer que estas variantes
aun pueden alterar ‘Ja expresion génica. En cuanto a nuestro andlisis de
enriquecimiento se puede’decir que el uso de métodos GWAS llegé a revolucionar
los estudios de posibles factares genéticos para el comportamiento suicida; dado
gue nos permiten mapear todoyel genoma en busca de variantes genéticas
(Galfalvy y cols., 2015). Por lortanto, exploramos los genes estadisticamente
asociados al suicidio en estadios GWAS, y sus posibles implicaciones en las vias
bioldgicas, con el fin de resumir lasinformacion y comprender mejor el suicidio y los
factores de riesgo predisponentes. Dervado de esto, observamos que los
principales genes asociados en GWAS.estan involucrados en vias que han estado
fuertemente relacionadas con trastornes psiguiatricos, lo que respalda la
posibilidad de que el suicidio comparta una arquiteetura genética comun con otros
trastornos psiquiatricos (de Medeiros Alves y cols.;),2017). Sin embargo, es
necesario tener en cuenta que los estudios de GWAS(o)siempre usan la muerte
por suicidio como un fenotipo y eso podria ser un sesge™para abarcar todo el
espectro suicida (ideacién suicida, intento de suicidio y muerte, _por suicidio). Por lo
tanto, recomendamos estudios adicionales de individuos que» murieron por
suicidio, con el objetivo de obtener un concepto claro de la transicion de la
ideacion suicida a intento de suicidio o muerte por suicidio. Lo anterior traeria
beneficios clinicos y la posibilidad de definir mecanismos biologicos{_que seran
cruciales en la prevencion del suicidio. Aunque se presentan varios factores de
riesgo, es esencial comprender que una limitacion del método GWAS es que noes

posible reproducir sus resultados; en parte debido a tamafos de las muestras.
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Ademas, es necesario considerar los rasgos ambientales, de trayectoria de vida y
de comportamiento, entre otros factores, que son reguladores esenciales del
riesgoyde suicidio. Sin embargo, explorar la participacion de los genes y sus
implicaCiones en sus vias biolégicas, podria mejorar la comprension de la base
neurobiologica de la conducta suicida. Ademas, puede ayudar en la seleccion de
biomarcadoresrapropiados y, junto con factores ambientales y terapéuticos, podria

mejorar la prevencion, deteccion y tratamiento de la conducta suicida.

Los presentes hallazgos tienen algunas limitaciones que deben ser tomadas en
consideracion. En primer lugar, el tamafio de la muestra podria considerarse
pequefio y, por lo tanto, tiene un bajo poder estadistico, o que disminuye la
probabilidad de detectar peguefios efectos de los genes candidatos. Lo anterior
esta relacionado con el heeche de que no fue posiblebuscar endofenotipos
especificos que pudieran estar.\involucrados en la patogénesis del intento de
suicidio en nuestra poblacién..Sin‘embargo, en estudios futuros se debera abordar
este problema mediante la inearporacidon de covariables que ayuden a mejorar el
poder de analisis (por ejemplo,, el factor de riesgo psicosocial para los
comportamientos de intento suicida),* la~-estratificacion de los fenotipos
caracteristicos del intento suicida (por “ejemplo, el inicio temprano del
comportamiento de intento suicida) o.el aumento de tamafio de la muestra.
Adicionalmente, se remarca que se uso los criterios®DSM-1V en lugar de la version
mas reciente publicada recientemente (DSM-V); por‘lo tanto, no tomamos en
cuenta las condiciones neurodegenerativas y el uso defsustancias, lo que podria
considerarse como una limitacion, ya que algunos de los individuos incluidos
tenian un trastorno por uso de sustancias. Lo anterior es importante dado que en
México es comun que las personas con trastornos psiquiatrices (esquizofrenia,
bipolar, entre otras) consuman alcohol u otras drogas (Fresan-y eols., 2015;
Gonzalez-Castro y cols., 2016; Marin-Navarrete y cols., 2016). Debido_a, esto, se
recomienda tener en cuenta este factor al interpretar los resultados del €studio.
Otra limitacion es que no se evalud el impacto que podrian tener variantes(raras o
variantes de numero de copias en nuestra poblacion. Sin embargo, nuestro

estudio sugiere algunos genes candidatos que podrian usarse como herramientas
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para identificar pacientes con riesgo grave de intento de suicidio en futuros
eStudios. Finalmente, no se analizaron los factores ambientales que pueden

interactuar con los factores genéticos y aumentar el riesgo de conducta suicida.
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8. CONCLUSIONES

Los genesy, SCARA5, GHSR, RGS10 y STK33 podrian participar como
biomarcadores de riesgo para el intento de suicidio en poblacion mexicana. De la
misma manera, los productos génicos de los genes asociados a suicidio en los
GWAS estan involucrados en los procesos bioldgicos relacionados a la
importacion de la glucosa en respuesta al estimulo de insulina, la localizacion de
proteinas en la membrana plasmatica y en la periferia celular, a la actividad
endopeptidasa, la adhesiénrheterotipica célula-célula y la contraccion del musculo
liso.

Las vias involucradas en los genes asociados a suicidio estan relacionadas con la
sintesis y secrecion de aldosterena; la sefalizacion de Rapl y esta involucrado
con la miocardiopatia arritmogénica-del ventriculo derecho. Estos hallazgos
proporcionan nuevo conocimieénte-parascomprender la etiologia de la conducta

suicida. Aunque deben tomarse caon cautela, pues deben ser validados.
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