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Glosario

Alelo: Cada unade las formas alternativas que puede tener un gen que se diferencian

€n Su secuencia

Cortisol: Hormona esteroidea, o glucocorticoide, producida por la glandula

suprarrenal. Se libera como respuesta al estrés.

Desequilibrio de ligamiento: Propiedad de algunos genes o variantes genéticas de

no segregar de forma independiente.

Endofenotipo: Alteraciones en las funciones bioquimicas, neurofisiologicas,
neuroanatomicas o cognitivas, que estan determinadas por factores genéticos y
ambientales y que en conjunto muestran los procesos fisiopatoldgicos subyacentes a

la enfermedad.

Genotipo: Conjunto de la informacion genética que contiene una célula o individuo.

Haplotipo: Conjunto de variaciones del ADN, o polimorfismos, que tienden a ser

heredados juntos.

Hipercortisolemia: Elevacion de los niveles de cortisol en la sangre.

Modelo codominante: Cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad diferente
y no aditivo. Se comparan heterocigotos (He) y homocigotos variantes (Va) por

separado respecto a los homocigotos normales.



Modelo dominante: Supone que una Unica copia del alelo de riesgo es suficiente
para modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud;

es decir, heterocigotos y homocigotos tienen el mismo riesgo.

Modelo recesivo: Supone que son necesarias 2 copias del alelo de riesgo para
modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos y homocigotos del alelo méas frecuente

tienen el mismo riesgo.

Modelo sobredominante: Modelo en el que se comparan los dos genotipos

homocigotos contra el heterocigoto.

Polimorfismo: Variantes del genoma que aparecen por mutacion en algunos
individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta frecuencia en la

poblacién tras multiples generaciones.



Resumen

El presente trabajo tiene como objetivos (1) analizar cinco polimorfismos (rs4713916,
rs4713902, rs1360780, rs9296158 y rs3800373) del gen FKBP5 en un estudio de tipo
casos-control e (2) identificar SNP’s de sentido errébneo que afectan la funcion,
estabilidad y estructura de la proteina FKBP51 mediante un andlisis in silico. Para el
estudio de asociacién genética se incluyeron 423 individuos mexicanos, de los cuales,
146 fueron individuos con intento de suicidio y 277 controles sanos. Las frecuencias
de genotipos y alelos se compararon entre los dos grupos de estudios, posteriormente,
se analizo la asociacion entre los polimorfismos del gen FKBP5 y el intento de suicidio.
Las herramientas in silico incluyeron: la prediccion del impacto funcional, la prediccion
de SNP’s asociados a enfermedades, los efectos sobre la estabilidad de la proteina,
la conservacion filogenética de aminoacidos y los sitios de modificacion post-
traduccional. Reportamos una asociacion significativa del alelo menor T de rs1360780
(OR =1.80, IC del 95% = 1.35-2.41, P = 0.0005) como factor de riesgo para el intento
de suicidio. Por el contrario, el alelo menor C de rs3800373 (OR = 0.61, IC del 95% =
0.46-0.83; P = 0.0013) y el haplotipo ACTAC (OR = 0.06; IC del 95% = 0.01-0.36; P
= 0.002) se asociaron significativamente como factores de proteccion. En el analisis
in silico, nuestros resultados mostraron que los SNP’s: rs770984538, rs769581083,
rs145385432, rs773340089, rs768388340, rs201791897 correspondientes a
Argl54Trp, Thrl27Ser, Thrl27Ala, Ser124Trp y Leu81llle tienen efectos perjudiciales
sobre la funcién de la proteina FKBP51. Este estudio sugiere que SNP’s en el gen
FKBP5 pueden contribuir a la patogénesis del intento de suicidio y predecir SNP’s con

efectos estructurales y funcionales para el gen FKBP51.
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Abstract

The objectives of the study were (1) analyze five polymorphisms (rs4713916,
rs4713902, rs1360780, rs9296158 and rs3800373) of the FKBP5 gene in a case-
control study and (2) missense SNP’s that affect the function, stability and structure
of the FKBP51 protein were identified by analysis in silico. For the genetic
association study, 423 Mexican individuals were included, of which 146 were
individuals with a suicide attempt and 277 healthy controls. The frequencies of
genotypes and alleles were compared between the two groups of studies,
subsequently, the association between the polymorphisms of the FKBP5 gene and
the suicide attempt was analyzed. The insilico tools included: the prediction of
functional impact, the prediction of disease-associated SNP’s, the effects on protein
stability, the phylogenetic conservation of amino acids, and the post-translational
modification sites. We report a significant association of the minor T allele of
rs1360780 (OR = 1.80, 95% CI = 1.35-2.41, P = 0.0005) as a risk factor for suicide
attempt. In contrast, the minor allele C of rs3800373 (OR = 0.61, 95% CI = 0.46-
0.83; P = 0.0013) and the ACTAC haplotype (OR = 0.06; 95% CI = 0.01-0.36; P =
0.002) were significantly associated as protective factors. In silico analysis, our
results showed that the SNP's: rs770984538, rs769581083, rs145385432,
rs773340089, rs768388340, rs201791897 corresponding to Arg154Trp, Thrl27Ser,
Thrl27Ala, Ser124Trp, and Leu81B51 have , have significant deleterious effects on
the FKBP51 protein. This study suggests that SNP’s in the FKBP5 gene may
contribute to the pathogenesis of suicide attempt and predicts SNP”s with structural

and functional effects for FKBP51.
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1. Introduccién

1.1. Definicién del comportamiento suicida

El comportamiento suicida es cualquier accion que pudiera llevar a una persona a
morir y se encuentra conformado por la ideacion suicida, los intentos de suicidio y
el suicidio consumado (Fazel y Runeson, 2020; Turecki y Brent, 2016). El suicidio
se define como el acto de terminar intencionalmente con la vida. Mientras que los
pensamientos y comportamientos suicidas no fatales se clasifican especificamente
en tres categorias: ideacion suicida, que se refiere a pensamientos de participar en
un comportamiento destinado a terminar con la vida; planeacion de morir por
suicidio, que se refiere a la formulacién de un método especifico a traves del cual
se pretende morir; e intento de suicidio, que se refiere a la participacion en un
comportamiento potencialmente autolesivo en el que hay alguna intencion de morir
(Burke y cols., 2016; Fazel y Runeson, 2020; Nock y cols., 2008b).

La literatura sugiere un espectro de severidad para el suicidio que muestra la
"progresion” de formas menos a mas severas de muertes por suicidio y una
superposicion entre el intento y el suicidio (Barzilay y Apter, 2014; Sudol y Mann,

2017).

1.2. Epidemiologia del suicidio

En el mundo se estima que ocurre un suicidio cada 40 segundos, con una mortalidad
global de suicidio de 14.5 muertes por cada 100.000 habitantes al afio (Bachmann,
2018). Para el afio 2016, ocurrieron 804.000 suicidios en todo el mundo, con una

tasa estandarizada por edad de 10.5 por 100.000 habitantes (15.0 para los hombres



y 8.0 para las mujeres) (Bachmann, 2018). El género es un factor clave en el
comportamiento suicida, con tasas mas altas de ideacion suicida e intento de
suicidio entre las mujeres, mientras que, los hombres presentan altas tasas de

muertes por suicidio (Borges y cols., 2010; Nock y cols., 2008a).

América Latina, presenta una tendencia creciente en su tasa de suicidios en la
ultima década, por ejemplo, en México, el nUumero de muertes por suicidio ha
aumentado en los Udltimos afios, convirtiéndose en un grave problema de salud
publica (Fernandez-Nino y cols., 2016). Los datos del informe de la Organizacion
Mundial de la Salud, basados en registros nacionales, muestra que en México el
namero de intentos de suicidios entre los afios 2000 y 2012 aumento en un 10.6%
y la mortalidad por suicidio aumentd un 17.1% (Organization, 2014). En el pais se
puede observar una tendencia ascendente en el nUmero de suicidios para el periodo
2010-2013, sin embargo, de 2014 a 2017, el numero de suicidios permanece

constante (INEGI, 2019).

Cabe resaltar que el suicidio es una de las cinco principales causas de muerte en
personas de 34 afios de edad y la segunda causa en personas jovenes entre 15y
29 afos (Hernandez-Alvarado y cols., 2016). A nivel nacional la gran mayoria de los
suicidios ocurren en viviendas particulares (76.3%) y el método mas empleado es
el ahorcamiento, ocho de cada 10 suicidios (80.3%) se dan de esta manera (INEGI,

2019).

1.3. Factores deriesgo asociados ala conducta suicida
El suicidio es comprendido como un trastorno multifactorial, el cual resulta de una
compleja interacciéon de factores (1) sociales, (2) psicolégicos, (3) psiquiatricos, (4)

2



biolégicos y (5) genéticos (Soreff y cols., 2020). Entre los factores sociales y
psicoldgicos que influyen en el riesgo del suicidio se pueden encontrar: el vivir solo,
extrema desesperanza, dificultades financieras o legales, trastornos del suefio e
insomnio, enfermedades fisicas con depresion concurrente, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades degenerativas y la presencia de enfermedades

cronicas (Kdlves y cols., 2015; Kye y Park, 2017; Liu y Miller, 2014).

La literatura sugiere que algunos trastornos mentales (factores psiquiatricos)
confieren un mayor riesgo de suicidio. En los paises desarrollados, los trastornos
gue aumentan el riesgo de un intento de suicidio son el trastorno bipolar, el trastorno
de estrés postraumatico y la depresion mayor; mientras que en los paises en
desarrollo, los trastornos mas predecibles son el trastorno de estrés postraumatico,
el trastorno de conducta y el abuso o dependencia a las drogas (Nock y cols., 2009;

Turecki y Brent, 2016).

Por otra parte, factores biolégicos, como aquellos derivados por estudios de imagen,
reportan anomalias tanto estructurales como funcionales en el cerebro de los
individuos con intento de suicidio (Pan y cols., 2013). Y hallazgos bioquimicos
sugieren marcadores biolégicos como los lipidos, que participan en la
psicopatologia del suicidio (Sublette, 2020). Un estudio con intento de suicidio
encontrd una disminucion en los niveles séricos de triglicéridos en relacion con los

sujetos que no intentaron (da Graca Cantarelli y cols., 2015).

El papel funcional de un receptor radica en su capacidad para activar el sistema de
transduccion de sefiales provocando una respuesta funcional y conductual. De

hecho, estudios indican vias de transduccion en el cerebro post mortem de victimas



de suicidio, estos incluyen estudios sobre la adenilil ciclasa (AC), MAP cinasa y
proteina cinasa (PKA). La PKA, un componente clave de los sistemas de
sefializacion de AC, es activada por adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la PKA
activada, fosforila varias proteinas intracelulares y activa la transcripcién de genes.
Para examinar si las anomalias de la PKA estan involucradas en la fisiopatologia
del suicidio en adolescente; la unién del AMPc a la PKA y la actividad de esta en
muestras cerebrales post mortem de victimas de suicidio fue analizada, indicando
gue la actividad de la PKA se redujo significativamente en la corteza prefrontal pero
no en el hipocampo de los adolescentes muertos por suicidio (Dwivedi y Pandey,

2011).

Adicionalmente, existe una consistente evidencia que sugiere que los factores
genéticos participan en la predisposicion del comportamiento suicida. Los estudios
de asociacion genética representan una estrategia para la identificacion de genes
asociados a enfermedades. Dichos estudios en poblaciones con comportamiento
suicida han mostrado que genes como: catecol-o-metiltransferasa (COMT) (Pivac y
cols., 2011), factor neurotréfico derivado del cerebro (BNDF), el receptor de
dopamina D2 (DRD2) (Suda y cols., 2009) y genes implicados en la regulacion del
eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (De Lucay cols., 2010; Wasserman y cols.,

2010) pueden contribuir a que una persona manifieste un comportamiento suicida.



1.4. Regulacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) y del receptor
de glucocorticoides
Frente a una situacion de estrés, la cual se define como un estimulo percibido y
amenazante para la homeostasis; el organismo reacciona activando el eje HPA
(figura 1). El hipotalamo secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y
esta estimula la liberaciéon de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) de la
glandula pituitaria en la sangre. ACTH activa la sintesis y secrecion de
glucocorticoides (cortisol) desde las glandula adrenal lo que lleva a niveles mas altos
de cortisol en la sangre y los tejidos (DeMorrow, 2018; Miller, 2018; Ramamoorthy

y Cidlowski, 2016).
Figura 1

Activacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal frente a una situacion estresante
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Nota. Adaptado de “Corticosteroids: Mechanisms of Action in Health and Disease” (p.17),

por S. Ramamoorthy, 2016, Rheumatic Disease Clinics of North America, 42 (1).



La hormona del estrés, el cortisol, se dirige a dos receptores principales: el receptor
de mineralocorticoides (MR) y glucocorticoides (GR). Como mecanismo de
retroalimentacion negativa, el cortisol se une al GR hipotalamico y pituitario e inhibe
la sintesis de las hormonas ACTH y CRH, restaurando los niveles basales de cortisol

(Keller-Wood, 2015; Miller, 2018).

A nivel molecular, el cortisol se une a un heterocomplejo donde interactia con el
GR y chaperonas moleculares (Hsp90, Hsp70, Hsp40, p23, etc.) que regulan su
funcionalidad. En este mecanismo, la co-chaperona FKBP51 (FK506-Binding
Protein of 51-kDa) esta presente en el heterocomplejo del receptor vacio, sin
embargo, al unirse el cortisol, FKBP51 se disocia del complejo y se reemplaza por
la inmunofilina FKBP52 (Hahle y cols., 2019) (figura 2). La presencia de FKBP52
recluta a su vez a la proteina motora dineina, la cual es responsable de transportar
el heterocomplejo hacia el nacleo en donde activara la expresion del gen FKBP5

(Castro-Vale y Carvalho, 2020).

1.5. El gen FKBP5: Estructuray regulacion

El gen FKBP5 se localiza en el cromosoma 6p21.31 y consta de 13 exones y 12
intrones que abarcan mas de 150 kb de ADN gendmico (Pelleymounter y cols.,
2011). Se ha sugerido que FKBP4 (el gen que codifica FKBP52) y FKBP5
evolucionaron del mismo gen a través de la duplicacion (Galat, 2004). Sin embargo,
la transcripcion dependiente de glucocorticoides se ha descrito solo para FKBP5.
El gen FKBP5 es un objetivo para varios factores de transcripcion, entre los cuales
el GR es el mas discutido en el contexto del estrés. Diversos estudios sefialan

regiones o elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) localizados varios



kilobases rio arriba y rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion, dichas regiones

regulan los niveles de expresion de este gen en respuesta a cortisol (Arnone, 2020).

Los sitios de unidon para varios factores de transcripcion no se encuentran en la
region promotora, de hecho, varios sitios de union relevantes se encuentran dentro
de las regiones intrénicas y distales (Pelleymounter y cols., 2011). Estas regiones
parecen tener una respuesta a los glucocorticoides aun mas fuerte en comparacion

con la regién promotora (Hubler y Scammell, 2004; U y cols., 2004).

Figura 2

Regulacion de la expresion de FKBP5 por GR después del estrés
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Nota. El cortisol se une a GR activando el heterocomplejo que se movera al nlcleo para
inducir la expresion de FKBP5. Adaptado de “Hsp90 Heterocomplexes Regulate Steroid
Hormone Receptors: From Stress Response to Psychiatric Disease” (p. 2), por J. Baker,

2019, International Journal of Molecular Sciences, 20 (79).



El gen FKBP5 muestra altos niveles de expresion en el hipocampo, pero niveles
mas bajos en el hipotalamo (http://human.brain-map.org/) y después de la
estimulacion con dexametasona o exposicion al estrés, la expresion de FKBP5
aumenta draméticamente en varias regiones del cerebro tales como la amigdala y
nucleo paraventricular (Qiu y cols., 2016). La expresion de FKBP5 también puede
estar influenciada por otros factores, por ejemplo, el ciclo menstrual. Los niveles de
ARNmM de FKBP5 en las células de sangre periférica cambian a lo largo del ciclo
menstrual, observandose niveles mas bajos durante la fase folicular del ciclo

(Kinouchi y cols., 2008).

La proteina FKBP51 es una proteina multimérica que pertenece a una familia de
peptidil-prolil cis/trans-isomerasas (PPlasas). Estas enzimas son proteinas que
participan durante el proceso de doblamiento, biogénesis, ensamble y transporte
intracelular de otras proteinas. Ademas, catalizan la isomerizacion cis/trans de las
prolinas, lo cual confiere actividad biologica a la conformacion nativa de algunas
proteinas. FKBP51 presenta dos dominios N-terminales (FK1 y FK2) y un dominio
C-terminal de repeticiones de tetratricopeptido (TPR) que le otorga la capacidad de
interactuar con Hsp90. El dominio FK1 es el tnico dominio bioquimicamente activo

para acelerar la isomerizacion de los enlaces peptidil-prolil (Hahle y cols., 2019).

1.6. Polimorfismos genéticos en FKBP5 y trastornos psiquiatricos
Se denomina polimorfismo genético o polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) a
los cambios de una base o nucleétido en la secuencia del ADN dentro de los

individuos de una poblacién. Esto puede generar que la secuencia afectada genere


http://human.brain-map.org/

0 no cambios importantes en la estructura de la proteina 0 en mecanismo de

regulacion, lo cual puede influenciar en la manifestacion de diferentes fenotipos.

De acuerdo con su importancia funcional y su amplia localizacion, los SNP’s se
clasifican en: regulatorios (rSNP), estructurales (srSNP) y codificantes (CSNP). Los
rSNP se encuentran en los promotores de los genes y afectan a los niveles de
expresion génica, mientras que los srSNP se encuentran en las regiones no
traducidas (5’UTR y 3'UTR) y regiones intrénicas, llegando a afectar el splicing, la
traduccion, la poliadenilacion de los ARNm asi como la union de factores
reguladores (miRNASs). Finalmente, los cSNP se encuentran en los exones y se
subdividen en sindnimos (si el cambio de nucleotido no cambia aminoacido) y no
sindnimos (si el cambio de nucleotido genera un nuevo codon); estos Ultimos a su
vez se clasifican en sin sentido (se genera un codén de paro) y sentido erréneo (se
genera un coddn nuevo para otro aminoacido) (Ramirez-Bello y cols., 2013). Debido
al papel que juega FKBP5 como regulador del GR, SNP’s en este gen pueden

afectar la actividad del eje HPA (Arnone, 2020).

Varios estudios muestran una relacion positiva entre este gen y las enfermedades
psiquiatricas como lo son depresion, esquizofrenia (Mihaljevic y cols., 2016),
desorden de estrés postraumatico (Watkins y cols., 2016) y el suicidio (Brenty cols.,
2010a). Los polimorfismos rs4713916, rs1360780, rs4713902, rs3800373 vy

rs9296158, entre otros, estan implicados en el riesgo de un comportamiento suicida.

Un meta-analisis indic6 que el genotipo TT del polimorfismo rs1360780 presenta
una asociacién estadisticamente significative con el comportamiento suicida

empleando los modelos genéticos alelico y recesivo (BB vs. AA: OR=1.65, 95%



Cl=1.05-2.58, Q=0.45, 1°=0%; BB vs. AA+AB: OR=1.58, 95% CI=1.01-2.45,
Q=0.59, 1>=0%) (figure 3), mientras que, el alelo C de rs3800373 se asoci6 con el
suicidio consumado (B vs. A: OR=1.26, 95% IC=1.05-1.51, Q=0.30, 1>=0%; BB vs.
AA: OR=1.62, 95% IC=1.01-2.58, Q=0.45, 1°=0%; BB vs. AA+AB: OR=1.29, 95%

IC=1.04-1.60, Q=0.35, 1°’=0%) (Hernandez-Diaz y cols., 2019).

Roy et al. 2010 (Roy y cols., 2010a) determinaron el impacto del trauma infantil en
el riesgo de suicidio. En una muestra de afroamericanos se genotipificaron dieciséis
polimorfismos en FKBP5, encontrando que el trauma infantil se asoci6 con el intento
de suicidio. El analisis de los 16 SNP’s mostro efectos significativos con los
polimorfismos rs3777747, rs4713902, rs9470080, rs3800373, rs9296158 vy
rs1360780, sugiriendo que el trauma infantil y las variantes del gen FKBP5 podrian

interactuar para aumentar el riesgo de suicidio.

Finalmente, otro estudio en adolescentes con depresion reportd que el genotipo TT
de rs1360780 y el genotipo GG de rs3800373 se asociaron significativamente con
eventos suicidas (Brent y cols., 2010a). La presencia de cambios en la secuencia
de FKBP5 puede ser funcionalmente relevante ya que estudios genéticos han
encontrado niveles de expresion alterados en pacientes con comportamiento
suicida, sugiriendo que los alelos estan asociados con una induccion diferencial de
la expresion de FKBP5 por activacion del GR (Binder y cols., 2004; Yeo y cols.,

2017D).
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Figura 3

Meta-analisis del polimorfismo rs1360780 y el comportamiento suicida
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Nota. A. Forest plot del modelo recesivo. B. Funnel plot del sesgo de publicacién. Tomado
de “Association between FKBP5 polymorphisms and depressive disorders or suicidal
behavior: A systematic review and meta-analysis study” (p. 665) por Y. Hernandez-Diaz,
2019, Psychiatry Research, 271.

11



2. Justificacion

En los dltimos afios, en México existe un aumento en las tasas de suicidio,
ocupando los primeros lugares de mortalidad por suicidio a nivel mundial. Estos
datos epidemiolégicos nos indican que el suicidio debe ser considerado una
prioridad de salud publica. Algunas evidencias sugieren que el suicidio es prevenible
mediante intervenciones oportunas basadas en datos proporcionados por estudios
gue identifican marcadores que ayuden a la prevencién y/o diagnéstico.

Aunque las causas del comportamiento suicida son multiples, el factor genético
contribuye a predisponer a tendencias suicidas en ciertas personas. Estudios
indican alteraciones en el eje HPA en pacientes con intento de suicidio, por lo tanto,
genes implicados en esta via son de interés para su estudio.

La presencia de polimorfismos genéticos en el gen FKBP5 influyen en los niveles
de expresion del gen y se encuentran implicados en el riesgo de un intento de
suicidio en diversas poblaciones, no obstante, e la fecha esta asociacion no ha sido
evaluada en la poblacion mexicana. En presente estudio tuvo la finalidad de analizar
la participacién de los polimorfismos genéticos de FKBP5 en las personas con
intento de suicidio e identificar variantes que afecten la estabilidad, estructura y
funcidén de la proteina FKBP51. A partir de los datos generados se contribuird a
entender los mecanismos de susceptibilidad al suicido, siendo de beneficio para la

poblacién mexicana.
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3. Hipétesis

Los cambios en la secuencia del gen FKBPS5 influyen en el riesgo de llevar a cabo

un intento de suicido.
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4. Objetivo

4.1. Objetivo general

Evaluar la asociacion de los polimorfismos de un solo nucle6tido del gen FKBP5 con

el intento de suicidio en una poblacion mexicana.

4.2. Objetivos especificos

1) Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del
gen FKBP5 (rs4713916, rs1360780, rs4713902, rs3800373 y rs9296158) en
poblacién mexicana.

2) Realizar un estudio de asociacién de cada SNP con el intento de suicidio en
poblacién mexicana.

3) Identificar la asociacion de haplotipos con intento de suicidio en poblacion
mexicana.

4) Identificar SNP’s de sentido erréneo que afecten la estabilidad, estructura y

funcién de la proteina FKBP51 mediante analisis in silico.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Seleccidn de los grupos de casos y controles

Para conocer la asociacion entre la conducta suicida y el gen FKBP5, se llevé a
cabo un estudio de casos y controles. Se compararon dos grupos de individuos

sujetos con intento de suicidio (casos) y sin intento de suicidio (controles).

Se reclutaron 146 pacientes mexicanos no relacionados que presentaron intento de
suicidio (casos) y 277 individuos mexicanos sanos no relacionados (controles).
Todos los individuos en el grupo de casos fueron diagnosticados por un psiquiatra
utilizando una entrevista estructurada, siguiendo los criterios del Manual

Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales, 4a Edicion (DSM-1V).

Los pacientes fueron reclutados del Hospital General de Comalcalco "Dr. Desiderio
G. Rosado Carbajal "en el estado de Tabasco, y del Hospital Psiquiatrico " Dr. Juan
N. Navarro” en la Ciudad de México. En todos los casos, los intentos de suicidio
fueron confirmados por miembros de la familia, asi como por los registros médicos.

No obstante, se establecieron diferentes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

1. Tener ascendencia mexicana (padres y abuelos).
2. Aceptar de forma voluntaria firmar el consentimiento informado.

3. Acceder a donar una muestra de sangre.

Criterios de exclusién:

1. Pacientes con una edad inferior a los 10 afilos o0 mayores de 60 afnos.
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2. Presencia de otra enfermedad que pudiera originar cambios conductuales o
pusiera en riesgo su salud.
3. Quienes voluntariamente decidieron retirar su consentimiento informado.

4. Quienes rechazaron la toma de muestra de material bioldgico.

El grupo control estuvo conformado por donantes voluntarios que acudieron al
Hospital Psiquiatrico "Dr. Juan N. Navarro" en la Ciudad de México y al Hospital
Regional " Dr. Gustavo A. Rovirosa Pérez” en el estado de Tabasco. Estos pacientes
fueron seleccionados, entrevistados y se determind que no tenian enfermedades
psiquiatricas ni antecedentes familiares de trastornos psiquiatricos.

5.2.  Genotipificacion

Cada participante proporcioné 2 ml de sangre venosa periférica (figura 4). Las
muestras de sangre se colocaron en tubos vacutainer con EDTA como

anticoagulante.

Figura 4

Metodologia llevada a cabo en el estudio de asociacion genética
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Se extrajo el ADN de los leucocitos utilizando el Gentra Puregene Blood Kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, luego se almaceno a -20 °C
para su posterior procesamiento. Se seleccionaron cinco SNP’s debido a su
asociacion previamente descrita con el intento de suicidio: rs4713916, rs4713902,
rs1360780, rs9296158 y rs3800373. Los cinco SNP’s se genotipificaron mediante
discriminacion alélica utilizando el kit TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied

Biosystems) (tabla 1).

Tabla 1

Descripcion de los polimorfismos del gen FKBP5

SNP’s  Alelos Posiciéon Localizacion Ensayo ID?

rs4713916 G/A  6:35702206 Intron C_1979246_10
rs4713902 T/C  6:35646249 Intron C_30559929 10
rs1360780 C/T  6:35639794 Intron C_8852038_10
rs9296158 G/A  6:35599305 Intron C_1256775_10

rs3800373 A/C  6:35574699 3'UTR C_27489960_10

Nota. ®Tomado de http://www.thermofisher.com/order/genome-database.

5.3.  Analisis in silico
Con la finalidad de identificar SNP’s de sentido erroneo que afecten la estabilidad,
estructura y funcion de la proteina FKBP51, se realiz6 un analisis in silico de

proteinas. EIl andlisis in silico representa el uso de una variedad de herramientas
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computacionales para el analisis de datos, mediante la aplicacion de diversos

algoritmos con la finalidad de predecir datos relacionados con la proteina de interés.

Los datos de secuencia e informacion se extrajeron de las base de datos dbSNP
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp), gnomAD Browser
(https://gnomad.broadinstitute.org/) y Ensembl Genome Browser
(https://www.ensembl.org/index.html). Un total de 281 SNP’s no sin6nimos de
sentido errbneo en FKBP5 fueron evaluados (figura 5). La secuencia de la proteina
FKBP51 se recupero de las bases de datos UniProt (http://www.uniprot.org/) y NCBI

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Figura 5

Metodologia del analisis in silico de los SNP’s de sentido erréneo
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5.3.1. Prediccién del efecto funcional de los SNP’s en la proteina FKBP51

Cuatro algoritmos se emplearon para la prediccién del impacto funcional de los
SNP’s de sentido erroneo sobre la proteina FKBP51: SIFT (http://sift.bii.a-star.edu
.SQ /), SNAP2 (https://www.rostlab.org/services/snap/), PROVEAN

(http://provean.jcvi.org/index.php) y FATHMM (http: //fathmm.biocompute. org.uk/).

La prediccion por el software SIFT predice el impacto del cambio de un solo
aminoacido en la funcién de la proteina. La puntuacién SIFT es menor o igual a 0.05
cuando se predice que la sustitucion de aminoacidos es "perjudicial” y si la
puntuacion es superior a 0.05, la sustitucion de aminoacidos se predice como

"tolerada".

Ademas, el software SNAP predice si es probable que un cambio de aminoacido
altere la funcion de la proteina con base a las caracteristicas de esta (estructura
secundaria, conservacion, accesibilidad a los disolventes, etc.). Una puntuacion que
refleja la probabilidad de que la mutacion altere la funcidén de la proteina nativa es
calculada; varia de -100 como prediccion “neutra” a +100 como prediccion que

ocasiona un “efecto”.

El software PROVEAN utiliza un enfoque de alineacion de secuencias para predecir
el impacto del polimorfismo en la funcion de la proteina. Si la puntuacién es igual o
inferior a un umbral predefinido (-2.5), se predice que la variante en la proteina
tendra un efecto "perjudicial”. Si la puntuacion esta por encima del umbral, se
predice que la variante tendr4 un efecto "neutral". Finalmente, la herramienta

FATHMM utiliza algoritmos que llevan a cabo alineamientos de secuencias
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homoélogas y dominios proteicos conservados, asignando como “tolerada” o

“perjudicial” a la mutacion.
5.3.2. Prediccion de SNP’s asociados a enfermedades

Los SNP’s no sinénimos de sentido erréneo seleccionados del analisis anterior
fueron analizados para predecir sus efectos patoldgicos con los softwares: PhD-
SNP (http://snps.path.uab.edu/phd-snp/phd-snp.html), SNPs & GO
(http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html) y PMut

(http://mmb.irbbarcelona.org/PMut/analyses/new/).

Todos los softwares evaluaron si la sustitucion de aminoéacidos fue neutral o
asociada a una enfermedad. La puntuacion superior a 0.5 se consider6 asociado a

“‘enfermedad”, mientras que <0.5 se considero “neutral”.
5.3.3. Estabilidad de la proteina FKBP51

El software MUpro (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/) fue usado para predecir
cambios en la estabilidad de la proteina debido a variaciones de aminoacidos en la
secuencia. Si la puntuacion es superior a 0, la prediccion indica una mayor
estabilidad; de lo contrario, indica una disminucion de la estabilidad. 1-Mutant 2
(http://folding.biofold.org/cgi-bin/i-mutant2.0.cgi) proporciona el valor de cambio de
energia libre predicha (DDG). DDG >0 significa que la estabilidad de la proteina
aumenté y DDG <O significa que la estabilidad de la proteina disminuy6 por la
presencia del cambio en la secuencia. El valor de DDG se calcula a partir del valor
de energia libre de Gibbs que se despliega de la proteina mutada menos el valor de

energia libre de Gibbs que se despliega del tipo silvestre.
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5.3.4. Conservacion de la secuencia

El servidor web de ConSurf disponible en https://consurf.tau.ac.il/ analizé el grado
de conservaciébn de la secuencia de aminoacidos a través de relaciones
filogenéticas entre secuencias homologas. ConSurf calculé puntuaciones de
conservacion de 0 a 9; donde 9 representa el residuo mas altamente conservado y

1 representa la region menos conservada.
5.3.5. Prediccion de sitios de modificaciones post-traduccionales en la
proteina FKBP51

El software ModPred (http://montana.informatics.indiana.edu/ModPred/index.html)
fue empleado para determinar sitios de modificaciones post-traduccionales en
FKBP51. Todos los sitios disponibles en la fecha de analisis se seleccionaron como
sitios tedricos. ModPred analiz6 23 modificaciones post-traduccionales obtenidas

de bases de datos mediante modelos de regresion logistica.
5.4. Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como promedio + DE (variables continuas) o como
porcentajes (variables categdricas). Para la comparacion entre casos y controles se
utilizé la prueba t-student en variables continuas y la prueba de chi-cuadrada (X?)
de bondad de ajuste de Pearson para las variables categéricas. Las frecuencias
genotipicas se probaron para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) usando X2
mediante la pagina de internet: https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. Las diferencias
en las frecuencias de genotipos y alelos entre casos y controles se compararon

usando X2. Los odds ratios (OR) y los intervalos de confianza (IC) del 95% se usaron
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para evaluar el efecto de cada SNP y el riesgo de intento de suicidio mediante un
andlisis de regresion logistica. Todos los andlisis de asociacion se realizaron bajo
cuatro modelos genéticos: codominante, dominante, recesivo y sobredominante. El
desequilibrio de ligamiento (LD) y haplotipos fueron analizados a través del software

Haploview 4.2.

La correccion de Bonferroni se aplico para comparaciones multiples y se establecio
en P <0.006 (Correccién = 0.05 / 8 = 0.006). El poder estadistico del estudio fue
calculado utilizando el programa Quanto V.1.2.4 con una frecuencia alélica de 0.43
y modo de herencia aditivo, suponiendo una prevalencia de la enfermedad de 0.05,
a un nivel significativo de 0.006. Se obtuvo una potencia de 0.91 (n = 146) con odds

ratio de 2. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS 22.0
5.5. Criterios éticos

La aprobacién ética fue otorgada por el Comité de Etica en Investigacion de la
Universidad Autonoma Juarez de Tabasco (103 / CIP-DACS / 2018) y todos los
participantes recibieron una descripcion completa del estudio antes de firmar un

consentimiento por escrito e informado.
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas de los grupos de estudio

Un total de 146 casos y 277 controles sanos fueron reclutados en el estudio. El
grupo control incluy6 148 hombres y 129 mujeres con una edad promedio de 37.74+
11.98 afios, con un rango de edad de 19 a 70 afios. El grupo de casos incluy6 57
hombres y 89 mujeres, y su rango de edad fue de 11 a 56 afios, con una edad
promedio de 19.63+9.09. La edad y el género tuvieron una diferencia significativa

entre los casos y los controles (P <0.006).

6.2. Frecuencias alélicas y distribucion de genotipos

No se encontro desviacion de HWE para ningun SNP estudiado (P = 0.838 para
rs4713916, P = 0.783 para rs4713902, P = 0.846 para rs1360780, P = 0.145 para
rs9296158, P = 0.091 para rs3800373). La tabla 2 muestra la frecuencia de

genotipos y alelos de los cinco SNP’s en el gen FKBP5 en casos y controles.

Se observaron diferencias significativas con respecto a la distribucién de genotipos
entre casos y controles para rs1360780 (P = 0.0002) y rs3800373 (P = 0.0016).
Cuando estratificamos el analisis por género, las frecuencias de genotipo exhibieron
una diferencia significativa en hombres para rs1360780 (P = 0.0002) y mujeres para

rs3800373 (P = 0.0001) (tabla 2).

Sin embargo, para rs4713916, rs4713902 y rs9296158 no se observaron diferencias
significativas en los genotipos o la distribucion de alelos cuando se estratificaron por

género (tabla 2).
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El andlisis de alelos mostré que el alelo T de rs1360780 se correlacioné con un
mayor riesgo de intento de suicidio, en comparacion con el alelo C (Todos, OR =
1.80, IC 95% = 1.35-2.41, P = 0.0005; Hombres, OR = 2.25, IC 95% = 1.44-3.50, P
= 0.0002). Por otro lado, se observo un efecto protector con el alelo C de rs3800373
(C vs. A, Todos, OR = 0.61, IC 95% = 0.46-0.83; P = 0.0013; mujeres, OR = 0.33,

IC 95% = 0.22-0.50; P = 0.0001).

6.3. Asociacion entre polimorfismos de FKBP5 y el riesgo de intento de
suicidio
Se utilizaron cuatro modelos genéticos para identificar la asociacion entre los SNP’s
en el gen FKBP5 y el riesgo de intento de suicidio (tabla 3). En este estudio se
obtuvo que el genotipo TT rs1360780 esta asociado significativamente con un
mayor riesgo de intento de suicidio en la poblacion general, esta asociacion fue
significativa entre los hombres (P <0.006). Ademas, se observo que el genotipo
rs3800373 CC tiene un efecto protector en la poblacién general; y cuando se
estratificO por género, esta asociacion fue positiva solo en mujeres usando los

modelos codominante, dominante y recesivo (P <0.006) (tabla 3).

6.4. Analisis de haplotipos y susceptibilidad al intento de suicidio

Exploramos si los haplotipos de FKBP5 modificarian el riesgo de intento de suicidio.
La figura 6 muestra el LD en el gen, todos los SNP’s son localizados en un bloque.
El haplotipo A-C-T-A-C mostré un efecto sobre el riesgo de intento de suicidio; su
frecuencia se muestra en la Tabla 4. Este haplotipo puede conferir un efecto de

proteccion contra el intento de suicidio (tabla 4).
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Figura 6

Mapa de desequilibrio de ligamiento
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Nota. Se expresa como D' (diferentes colores) y r?> (nimeros). Basado en D", es decir, la
medida de LD normalizado o D dividido por el maximo tedrico para las frecuencias alélicas
observadas, multiplicado por 100. Los valores cercanos a cero indican que no hay LD,
mientras que los valores que se aproximan a 100 indican LD total. Los cuadrados rojos

representan diversos grados de LD; sombras mas oscuras indican LD mas fuerte.

25



Tabla 2

Distribucién de genotipos y alelos para cada SNP del gen FKBP5

TODOS HOMBRES MUJERES
SNP Genotipo/ Casos Control P OR (95%IC) Casos Control P OR (95% IC) Casos Control P OR (95% IC)
Alelo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs4713916
G/G 63 (43) 143 (52) 0.223 22 (39) 81 (55) 0.111 41 (46) 62 (48) 0.627
G/A 72 (49) 113 (41) 29 (51) 57 (38) 43 (48) 56 (43)
AIA 11(8) 21 (7) 6 (10) 10 (7) 5 (6) 11 (9)
G 198 (68) 399(72) 0.201 1.22 (0.89-1.66) 73 (64) 219 (74)  0.047 1.59 (1.00-2.53) 125(70) 180(69) 0.824  0.95(0.62-1.44)
A 94 (32) 155 (28) 1.00 (Ref) 41 (36) 77 (26) 1.00 (Ref) 53 (30) 80 (31) 1.00 (Ref)
rs4713902
TIT 48 (33) 89 (32) 0.452 22 (39) 47 (32) 0.174 26 (29) 42 (33) 0.867
T/IC 65 (44) 138 (50) 22 (39) 78 (53) 43 (48) 60 (46)
cic 33(23) 50(18) 13(22)  23(15) 20(23)  27(21)
T 161 (55) 316(57) 0595  1.08 (0.81-1.43) 66 (58) 172(58) 0.952  1.00 (0.65-1.56) 95(53) 144(56) 0.614  1.10 (0.75-1.61)
c 131 (45) 238 (43) 1.00 (Ref) 48 (42) 124 (42) 1.00 (Ref) 83(47) 114 (44) 1.00 (Ref)
rs1360780
cic 39(27) 113(41) 0.0002 15(26) 67 (45)  0.0002 24(27)  46(36) 0.225
cIT 67 (46) 129 (46) 27(47)  71(48) 40 (45) 58 (45)
TIT 40(27)  35(13) 15 (26) 10 (7) 25(28)  25(19)
c 145 (50) 355(64) 0.0005  1.80 (1.35-2.41) 57(50) 205(69) 0.0002 2.25 (1.44-3.50) 88(49) 150(58) 0.073  1.42(0.96-2.08)
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rs9296158

rs3800373

GIG
G/A
AIA

AIA
A/C
CiIC

C

147 (50)

55 (38)
75 (51)
16 (11)
185 (63)
107 (37)

61 (42)
71 (48)
14 (10)
193 (66)
99 (34)

199 (36)

103 (37)
141 (51)
33 (12)
347 (63)
207 (37)

92 (33)
119 (43)
66 (24)
303 (55)
251 (45)

0.958

0.836

0.0016

0.0013

1.00 (Ref)

0.96 (0.72-1.30)
1.00 (Ref)

0.61 (0.46-0.83)
1.00 (Ref)

57 (50)

24 (42)
24 (42)
9 (16)
72 (63)

42 (37)

24 (42)
23 (40)
10 (18)
71 (62)
43 (38)

91 (31)

52 (35)
79 (53)
17 (12)
183 (62)

113 (38)

62 (42)
70 (47)
16 (11)
194 (65)
102 (35)

0.336

0.803

0.384

0.536

1.00 (Ref)

0.94 (0.60-1.47)
1.00 (Ref)

1.15 (0.73-1.80)
1.00 (Ref)

90 (51)

31 (35)
51 (57)
7(8)
113 (63)

65 (37)

37 (42)
48 (54)
4(4)
122 (69)
56 (31)

108 (42)

51 (40)
62 (48)
16 (12)
164 (64)
94 (36)

30 (23)
49 (38)
50 (39)
109 (42)
149 (58)

0.331

0.985

0.0001

0.0001

1.00 (Ref)

1.00 (0.67-1.49)
1.00 (Ref)

0.33 (0.22-0.50)
1.00(Ref)
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Tabla 3

Asociaciones entre los SNP’s y el riesgo de intento de suicidio bajo diversos modelos genéticos

TODOS HOMBRES MUJERES
Modelos Genotipos OR P OR P OR P
(95% IC) (95% IC) (95% IC)
rs4713916
Codominante AAvs. GA 0.82 (0.37-1.80) 0.626 1.15 (0.38-3.50) 0.794 0.60 (0.19-1.86) 0.379
AAvs. GG 1.18 (0.54-2.61) 0.667 2.18 (0.71-6.66) 0.171 0.69(0.22-2.15)  0.533
Dominante AAvs. GAIGG 1.13(0.45-2.81) 0.793 0.65 (0.15-2.71) 0.561 0.92 (0.25-3.35)  0.904
Recesivo GA/AA vs. GG 1.50 (0.91-2.46) 0.109 2.16 (0.88-5.26) 0.090 1.17 (0.62-2.21) 0.628
Sobredominante GAvs. AAIGG 1.63 (0.99-2.67) 0.051 3.11 (1.28-7.55) 0.012 1.15(0.61-2.18) 0.646
rs4713902
Codominante CCvs.TC 1.40 (0.82-2.37) 0.212 1.95 (0.85-4.47) 0.114 1.06 (0.53-2.12) 0.853
CCvs. TT 1.22 (0.69-2.14) 0.482 1.20 (0.51-2.81) 0.663 1.19 (0.56-2.55) 0.642
Dominante CCvs. TC/TT 1.19 (0.70-2.00)  0.506 1.71 (0.77-3.79) 0.185 0.78 (0.38-1.59) 0.498
Recesivo TCICCvs. TT 1.06 (0.67-1.67) 0.799 0.82 (0.40-1.66) 0.593 1.1.4 (0.60-2.15) 0.682
Sobredominante TCvs. CC/TT 0.79 (0.52-1.21) 0.293 0.68 (0.35-1.33) 0.272 0.98 (0.55-1.74)  0.952
rs1360780
Codominante TTvs.CT 2.20 (1.28-3.78)  0.004 3.88 (1.55-9.71) 0.004 1.47 (0.74-2.92) 0.266
TTvs.CC 3.31(1.85-5.92) 0.000 6.60 (2.48-17.53)  0.000 1.95(0.93-4.10) 0.075
Dominante TTvs. CT/CC 4.07 (2.20-7.52)  0.000 5.22 (1.99-13.65) 0.001 3.43 (1.39-8.47)  0.007
Recesivo CT/TTvs.CC 2.66 (1.53-4.64) 0.001 3.04 (1.20-7.68) 0.018 1.79 (0.84-3.80) 0.129
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Sobredominante

rs9296158
Codominante

Dominante
Recesivo
Sobredominante
rs3800373
Codominante

Dominante
Recesivo
Sobredominante

CTvs. TT/CC

AAvs. GA
AAvs. GG
AA vs. GAIGG

GA/AA vs. GG
GA vs. AAIGG

CCvs. AC
CCyvs. AA
CCvs. AC/AA
AC/CCvs. AA
AC vs. CC/AA

0.72 (0.42-1.24)

0.91 (0.47-1.76)
0.90 (0.46-1.79)
0.90 (0.40-2.03)

0.76 (0.42-1.37)
0.92 (0.55-1.55)

0.35 (0.18-0.67)
0.32 (0.16-0.62)
0.22 (0.10-0.46)
0.44 (0.25-0.76)
1.32 (0.83-2.11)

0.241

0.783
0.781
0.802

0.373
0.772

0.002
0.001
0.000
0.004
0.230

0.82 (0.33-2.02)

1.72 (0.68-4.35)
1.12 (0.43-2.88)
0.93 (0.29-2.94)

0.27 (0.10-0.73)
0.52 (0.23-1.18)

1.84 (0.73-4.64)
1.61 (0.64-4.05)
1.41 (0.47-4.19)
0.86 (0.36-2.05)
0.72 (0.31-1.66)

0.670

0.252
0.806
0.914

0.010
0.121

0.191
0.307
0.532
0.733
0.444

0.57 (0.27-1.20)

0.54 (0.20-1.41)
0.73 (0.27-1.98)
1.06 (0.24-4.65)

1.94 (0.83-4.53)
1.59 (0.76-3.32)

0.85 (0.02-0.25)
0.65 (0.02-0.20)
0.04 (0.01-0.16)
0.22 (0.10-0.48)
0.88 (0.46-0.93)

0.141

0.210
0.542
0.933

0.124
0.210

0.000
0.000
0.000
0.000
0.035
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Tabla 4

Analisis de haplotipos y asociacion con el riesgo de intento de suicidio

Haplotipos Frecuencias OR (95% IC) P
rs4713916 rs4713902 rs1360780 rs9296158 rs3800373 Todos Casos Controles

G C C G A 0.252 0.203 0.278 1 -
A T T A C 0.152 0.134 0.162 1.03 (0.44-2.45) 0.94
G Cc C G C 0.070  0.032 0.090 2.29 (0.72-7.29) 0.16
G Cc T G A 0.046 0.110 0.012 0.41 (0.12-1.35) 0.14
G T T G A 0.037  0.080 0.014 0.20 (0.05-0.83)  0.027
G C G 0.034  0.027 0.038 0.15 (0.03-0.85)  0.032
A Cc A C 0.021  0.042 0.010 0.06 (0.01-0.36) 0.002
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6.5. Anadlisis in silico

Se identificaron 281 SNP’s de sentido errbneo que causan cambios de aminoacidos

en la proteina FKBP51.

6.5.1. Analisis del efecto funcional de los SNP’s

Sometimos los 281 SNP’s a cuatro softwares de prediccion in silico para analizar si
estos SNP’s tienen efecto sobre la funcién o estructura de la proteina FKBP51. Los
SNP’s predichos con efectos sobre la proteina por al menos tres softwares fueron

seleccionados para los analisis subsecuentes.

Seis SNP’s: rs770984538, rs769581083, rs145385432, rs773340089,
rs768388340, rs201791897, correspondientes a Arg154Trp, Thrl27Ser, Thrl27Ala,
Ser124Trp, Leu8llle y Lys58Glu, respectivamente, tienen efectos importantes o

perjudiciales en la proteina FKBP51 (tabla 5).

Todos los SNP’s mencionados fueron clasificados por SIFT como perjudiciales,
mientras que, SNAP2 y FATHMM predijeron solo cinco variantes y PROVEAN solo
clasifico a tres de ellas como perjudiciales para FKBP51 (Thrl27Ser, Thrl27Ala y

Ser124Trp) (tabla 5).

6.5.2. Prediccion de SNP’s asociados a enfermedades
PhD-SNP, SNPs&GO y PMut se utilizaron para predecir si la ubicacién del SNP

podria asociarse a enfermedad.
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Tabla 5

Resultados del anélisis in silico en FKBP51

Variante Nucledtido Aminoécido Efecto funcional Asociado a enfermedad Estabilidad
ID
SIFT SNAP PROVEAN FATHMM PhD-SNP  SNPs&GO PMut I-Mutant MuPro
rs770984538 460G>A Arg154Trp Si Si No Si Si No No Disminuida  Disminuida
rs769581083 380C>G Thrl27Ser Si No Si Si Si No No Disminuida  Disminuida
rs145385432 379A>G Thrl27Ala Si Si Si Si Si No No Disminuida  Disminuida
rs773340089 371C>G Serl24Trp Si Si Si No Si No Si Disminuida  Aumentada
rs768388340 241C>A Leu8llle Si Si No Si No No No Disminuida  Disminuida
rs201791897 172A>G Lys58Glu Si Si No Si Si No No Disminuida  Disminuida

Nota. Si: perjudicial. No: neutral.
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De los SNP’s sometidos a prediccion, PhD-SNP clasificO cinco variantes
(Argl54Trp, Thri27Ser, Thrl27Ala, Serl24Trp y Lys58Glu) como asociados a
enfermedad y solo una variante (Leu81llle) como neutral. Todos los SNP's fueron
neutrales con base a la herramienta SNPs&GO. Finalmente, PMut solo clasifico a

una variante (Ser124Trp) como asociada a enfermedad (tabla 5).

6.5.3. Efecto sobre la estabilidad de la proteina
El efecto de las sustituciones de aminoacidos puede originar cambios de estabilidad
gue afecten a la funcion de la proteina; por esta razon, se utilizaron | - Mutant 2.0 y

MUPro para evaluar la estabilidad de FKBP51.

MUPro predijo que Argl54Trp, Thrl27Ser, Thrl27Ala, Leu8llle y Lys58Glu
disminuyen la estabilidad de la proteina, mientras que, Serl24Trp aumenté la
estabilidad. Finalmente, I-Mutant indic6 que todas las variantes afectan la

estabilidad de la proteina (tabal 5).

6.5.4. Perfil de conservacion de los residuos de aminoacidos

Los SNP’s que se localizan en regiones conservadas se consideran perjudiciales
para las proteinas. Los resultados son mostrados en la figura 7. ConSurf predijo
que Thrl27Ser, Thrl27Ala y Leu8llle son residuos altamente conservados. Las
posiciones 124 y 58 se predijeron como intermedios, y la posicion 154 se predijo

como residuo variable.
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Figura 7

Perfil de conservacion filogenética de FKBP51

Posicion

154

Variante

Arg154Trp

Puntuacién

127

Thr127Ser

127

Thr127Ala

124

Ser124Trp

81

Leu8llle

58

Lys58Glu

23«5 ¢ 7 EE

Variable Intermedio Conservado

Nota. Los aminoacidos son coloreados con base a su puntuacién de conservacion

filogenética.

6.5.5. Prediccion de sitios de modificacion post-traduccional

Los sitios de modificacién post-traduccional presentes en la proteina FKBP51 se

identificaron usando el software ModPred. De las seis variantes analizadas, tres de

ellas: Argl54, Leu8l1 y Lys58, se encuentran implicadas en sitios de corte

proteolitico; cabe resaltar que la variante Lys58 participa adicionalmente en

metilacion y acetilacion.
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7. Discusién

El intento de suicidio es un problema de salud publica, la comprension de los
mecanismos moleculares y la identificacion de genes que subyacen a su desarrollo
son necesarios para comprender la susceptibilidad del individuo al suicidio.

La desregulacion del eje HPA participa en el desarrollo del intento de suicidio; en
este sentido, analizamos cinco SNP’s (rs4713916, rs4713902, rs1360780,
rs9296158 y rs3800373) en el gen FKBP5 que se asocié con el suicidio en un
estudio caso-control. Estos polimorfismos se encuentran implicados en el intento de
suicidio en poblaciones caucasicas (Fudalej y cols., 2015), afroamericanas (Yeo y
cols., 2017a) y asiaticas (Supriyanto y cols., 2011). A la fecha, este es el primer
estudio que evalta la influencia Gnica y combinada de los cinco SNP’s con el intento
de suicidio en una poblacién mexicana.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis in silico para identificar SNP’s de sentido

erréneo que alteran la funcion, estabilidad y estructura de la proteina FKBP51.

7.1. Estudio de asociacion genética

7.1.1. El polimorfismo rs1360780 como factor de riesgo en el intento de
suicidio

Nuestros resultados sugieren que el alelo T de rs1360780 podria aumentar el riesgo

de un intento de suicidio en la poblacion mexicana. Varios estudios han reportado

una asociacion significativa entre el genotipo TT y el comportamiento suicida,

ademas, la expresion del gen FKBP5 es regulada por la presencia del polimorfismo

rs1360780; experimentos con genes reporteros y ensayos de inmunoprecipitacion
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de la cromatina indican que el alelo de riesgo T aumenta la transcripcion del ARNm
de FKBP5 en comparacion con el alelo G (Klengel y cols., 2013).

Los niveles de cortisol y sintomas de ansiedad presenta cambios en individuos que
portan el alelo T después de haber estado expuestos a factores estresantes
psicosociales (Brent y cols., 2010b; Buchmann y cols., 2014; Hernandez-Diaz y
cols., 2019; Hohne y cols., 2014). El trauma infantil esta asociado con la
desregulacion del eje HPA y existen reportes de interaccion entre el polimorfismo
rs1360780 y la exposicion a un evento traumatico como factor de riesgo para el
comportamiento suicida (Roy y cols., 2010b).

En la figura 8 proponemos un modelo del posible papel del polimorfismo de riesgo
s1360780 del gen FKBP5, un gen regulador del eje HPA, en la predisposicion al
intento de suicidio. El individuo reacciona ante una situacion de estrés secretando
cortisol, este se une a su receptor GR para permitir que FKBP51 se disocie del
complejo y este se traslade al nucleo para inducir la transcripcién de FKBP5 (Binder,
2009; Castro-Vale y Carvalho, 2020; Zannas y Binder, 2014).

El polimorfismo rs1360780 se encuentra en el intron 2 en una regidn potenciadora
GRE, la cual entra en contacto con la ARN polimerasa aumentando la transcripcion
del ARNm. Esto indica que los pacientes con el alelo de riesgo T presentan mayor
expresion del gen FKBP5 y de la proteina FKBP51 (Klengel y cols., 2013), la cual
se une a GR, moduladora del eje HPA, para bloquear su accion interviniendo en la
unién del cortisol dando como resultado un aumento en los niveles de este
glucocorticoide (Binder, 2009; Matosin y cols., 2018).

Los pacientes con intento de suicidio presentan una alteracion de la actividad de

GR, debido a que el cortisol no se une a su receptor, originando mayor disponibilidad
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de la hormona del estrés. Estos cambios moleculares se acompafian de una
alteracion hormonal crénica (hipercortisolemia), que ha sido descrita en pacientes
con desorden psiquiatrico (Duval y cols., 2006). La alteracion en la actividad de GR
en los pacientes con intento de suicidio origina cambios neuroendocrinos,
conductuales y cognitivos que pueden predisponer al desarrollo del suicidio (Criado-
Marrero y cols., 2018; Fries y cols., 2017; Matosin y cols., 2018).

Nuestros resultados sugieren que el polimorfismo rs1360780 esta influenciado por
el género (figura 8). En el modelo propuesto sugerimos que el nivel hormonal en los
hombres participa en el intento de suicidio. Los hombres con intento de suicidio
presentan mayores niveles de testosterona y cortisol (Stefansson y cols., 2016). La
testosterona activa el receptor de andrégenos (AR) que participa como factor de
transcripcion activando la expresion de genes. FKBP5 es fuertemente inducido por
androgenos ya que presenta regiones o elementos de respuesta a androgenos
(ARE) distribuidos a lo largo del locus FKBP5. EL AR se une al ARE ubicado en el
intron 2, ayudando a reclutar a la maquinaria basal de transcripcion (proteina de
union a caja-TATA, polimerasa, etc.) y aumentando la expresion de FKBP5
(Chatzittofis y cols., 2013; Stefansson y cols., 2016) (figura 8).

Poco a poco las hormonas secretadas son menos eficaces y comienzan a
acumularse en la circulacion, como resultado, el organismo esta invadido de
hormonas que tendran un impacto negativo sobre la salud. Altos niveles de
testosterona y cortisol debido a cambios moleculares se encuentran asociados con
la impulsividad y agresién, un endofenotipo clave en hombres con intento de suicidio

(Batrinos, 2012; Stefansson y cols., 2016; Wu y cols., 2020).
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Figura 8

Modelo que ejemplifica el papel que juega el polimorfismo rs1360780 como factor

de riesgo en el intento de suicidio
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7.1.2. El polimorfismo rs3800373 como factor de proteccidon para el intento de
suicidio
Nuestro estudio muestra una asociacion significativa entre rs3800373 y el intento

de suicidio. La asociacién entre este SNP con la susceptibilidad al suicidio fue
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replicada en varios estudios independientes y en un meta-analisis (Hernandez-Diaz
y cols., 2019; Roy y cols., 2010b; Roy y cols., 2012; Zobel y cols., 2010). El
polimorfismo rs3800373 se ubica en la region 3'"UTR; esta regidbn desempefia un
papel clave en la produccion y localizacién de proteinas al modular la cantidad de
ARNmM disponible para la traduccién y su transporte dentro de la célula (Wanke y
cols., 2018).

Los 3'UTR influyen en la cantidad disponible de ARNm que puede traducirse al
facilitar las interacciones con microARN’s (miARN). Los miARN son pequefios ARN
no codificantes que regulan la produccion de proteinas al unirse a secuencias cortas
(6-8 nucledtidos) conocidas como sitios de union de miIARN (MBS), que se
encuentran predominantemente en los 3’'UTR. Este proceso reduce la produccion
de proteinas al bloquear fisicamente la traduccién o al inducir la degradacion del
transcripto. Se estima que cada 3'UTR tiene entre 17 y 80 MBS y la variacion
genética en las secuencias de los MBS tiene el potencial de interferir con las
interacciones miIARN-3"UTR vy, por tanto, alterar la expresion de genes (Agarwal y
cols., 2015; He y Hannon, 2004).

Laregion 3"'UTR del gen FKBP5 es blanco de regulacién por miARN's, los miR-15a,
mMiR-99a, miR-122, miR-142, miR-320a, miR-340 y miR-511 fueron predichos tener
sus sitios de union cercano al polimorfismo rs3800373, disminuyendo la expresion
del gen FKBP5 (Linnstaedt y cols., 2018; Volk y cols., 2016; Zheng y cols., 2016).
En la figura 9 se sugiere que el papel del polimorfismo rs3800373 podria ser
disminuir el riesgo de cometer un suicidio. Los pacientes portadores del alelo C
presentan menor nivel de expresion de FKBP5 debido a que este alelo no altera el

sitio de unién mARN-3"UTR, por lo tanto, este ARNm es blanco de degradacién. A
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menor sintesis de la proteina FKBP51, el cortisol podria unirse a GR para continuar
con su mecanismo normal de accion. Sin embargo, la presencia del otro alelo
modificaria el MBS bloqueando la unién miARN-3"UTR originando otro patrén de
expresion que podria estar implicado en el suicidio.

Nuestros resultados indican una asociacion de proteccion en el género femenino.
Sugerimos que los niveles hormonales de estrégenos serian reguladores de los
mMiARN blancos del 3'UTR de FKBP5. Los estrogenos ejercen su accion mediante
la union a su receptor de estrégenos (AR), el cual actiia como factor de transcripcion
estimulando la expresion de miARN’s (Al-Othman y cols., 2020; Vrtaénik y cols.,
2014). Posiblemente los estrégenos aumenten los niveles de expresion de los
mIARN blancos del 3"UTR, originando al final una menor expresion de FKBP5 o
controlando los niveles basales del gen (figura 9).

7.1.3. El haplotipo A-C-T-A-C como factor protector para el intento de suicidio
Un haplotipo es una combinacién de alelos que se encuentran muy cercanos en el
mismo cromosoma Yy se heredan juntos (Leitwein y cols., 2020; Olivier, 2003). Los
resultados indican un notable desequilibrio de ligamiento en este locus y un
haplotipo protector al riesgo de intento de suicidio. Los marcadores genéticos
utilizados en este estudio se han replicado en investigaciones anteriores con
diferentes poblaciones que han presentado un comportamiento suicida,
reportandose una asociacién positiva entre haplotipos FKBP5 y el suicidio (Breen y
cols., 2016; Leszczynska-Rodziewicz y cols., 2014; Roy y cols., 2010b).

Varios autores reportan que la expresion de este gen es moderada por variantes

genéticas que forman parte de haplotipos que suele etiquetarse con rs3800373,
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rs9296158, rs1360780 y rs9470080 abarcando todo el locus FKBP5 (Binder y cols.,
2004; Klengel y cols., 2013).

Figura 9

Modelo que ejemplifica el papel que juega el polimorfismo rs3800373 como factor
de proteccion para el intento de suicidio
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Los SNP’s FKBP5 estan asociados con alteraciones en la funcion y estructura del

cerebro que afectan el comportamiento, particularmente en las regiones cerebrales
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asociadas con el procesamiento emocional, el aprendizaje, la memoria y la
inhibicién (amigdala y el hipocampo) (Cérdova-Palomera y cols., 2017; Zannas y

cols., 2016).

7.2. Andlisis in silico

FKBP51 participa en diversas vias de sefalizacion relacionadas con la autofagia, la
funcion inmune, el crecimiento célular, la apoptosis, la dinAmica del citoesqueleto,
el metabolismo y cancer (Hahle y cols., 2019; Li y cols., 2020): Esta proteina se
considera relevante para la salud y el desarrollo de enfermedades (Hausl y cols.,
2019).

El analisis in silico indico que las variantes Arg154Trp, Thrl27Ser, Thr127Ala,
Ser124Trp, Leu8llle y Lys58Glu tienen efectos perjudiciales sobre la estructura y/o
funcidn de la proteina. Primero, el aminoacido Trp de la variante Arg1l54Trp se
localiza en la superficie de la proteina, por lo tanto, la presencia de este cambio
puede alterar las interacciones de FKBP51 con otras moléculas. Segundo, la
variante Thrl27Ser genera un residuo mas pequefio que se encuentra ubicado
dentro del dominio FK1, alterando este dominio y posiblemente bloqueando su
funcién. Thrl27Ala y Lys58Glu crean condiciones desestabilizadoras similares en
la proteina debido a que los residuos mutados son mas pequefios e hidrofobos, lo
gue podria alterar la funcion de la proteina e interrumpir la interaccién con otras
proteinas. La sustitucion de Ser124Trp genera un residuo mas grande, debido a su
localizacion, altera las interacciones con otras moléculas. Finalmente, la isoleucina

en la posicion 81 (Leu81llle) no genera cambios estructurales en FKBP51.

42



Las variantes identificadas en el presente trabajo son consideradas patologicas, se
localizan en regiones conservadas evolutivamente, disminuyen la estabilidad de la
proteina y se localizan en sitios de modificacion post-traduccional (Arg154, Leu81y
Lys58). Los SNP’s de sentido errbneo dan como resultado la sustitucion de
aminoacidos y por consiguiente cambios en el tamafio, la carga y la hidrofobicidad
de los aminoacidos, lo que puede alterar el plegamiento y la interaccion de la
proteina (Zhang y cols., 2020). Estos cambios asociados a los SNP’s conducirian a
la pérdida de interacciones o alteraciones en la estabilidad de la proteina. La
estabilidad es fundamental para su funcion biologica, actividad y regulacion. El
plegamiento incorrecto y la disminucion de la estabilidad son las principales
consecuencias de las variantes implicadas en el desarrollo de enfermedades (Duan
y cols., 2020).

En los ultimos afos, el uso de herramientas in silico para predecir SNP’s
perjudiciales o dafiinos es un enfoque eficiente que requiere menos tiempo y costo
gue los procedimientos experimentales (Kumar y cols., 2014; Mah y cols., 2011) .
Sin embargo, los SNP’s de sentido erroneo identificados en este trabajo, son
candidatos para experimentos posteriores enfocados a explorar el papel biologico,

funcional y su posible participacion en el comportamiento suicida.

7.3. Limitaciones del estudio

7.3.1. Estudio de asociaciéon genética

Primero, el tamafio de la muestra podria ser considerado como pequefio, sin
embargo, en México la prevalencia del comportamiento suicida es alta, solo unas

pocas personas aceptan participar en estos tipos de estudio; esta podria ser la razén
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por la cual otros estudios en poblacion mexicana se han realizado con grupos que
incluyen alrededor de 166 casos y 235 controles (Genis-Mendoza y cols., 2017;
Molina-Guzman y cols., 2017; Sarmiento-Hernandez y cols., 2019).

Finalmente, este estudio podria reflejar solo las caracteristicas genéticas de
pacientes de dos regiones de México. Por lo tanto, se debe considerar un estudio
multicéntrico que incluya pacientes de otras regiones del pais.

7.3.2. Analisis in silico

Los SNP’s de sentido erréneo identificados en este trabajo, requieren ser
analizados desde el enfoque bioldgico, es decir, a la fecha no se cuenta con
estudios que hayan reportado su participacion en el desarrollo de alguna
enfermedad, por lo tanto, puede haber errores de sensibilidad y especificidad en los

mecanismos predichos detras de cada SNP.

44



8. Conclusiones

Los resultados sugieren que polimorfismos en el gen FKBP5 se encuentran
asociados con el riesgo de un intento de suicidio en la poblacién mexicana.

El alelo T del polimorfismo rs1360780 se sugiere como un factor de riesgo,
mientras que el alelo C del polimorfismo rs3800373 y el haplotipo A-C-T-A-C
pueden ser factores de proteccion para el intento de suicidio.

Los alelos FKBP5 podrian indicar alteraciones en la regulacion genética
inducida por el estrés, proponiendose tener efectos importantes en el
comportamiento suicida.

Finalmente, el analisis in silico indicé que las variantes Arg154Trp, Thrl27Ser,
Thrl27Ala, Serl24Trp, Leu8llle y Lys58Glu podrian afectar la estabilidad,

estructura y funcion de la proteina FKBP51.
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9. Perspectivas

1. Una de las limitantes del presente estudio fue el tamafio de la poblacion, por

lo que se propone ampliar el tamafio de la muestra e incluir una muestra
clinicamente caracterizada, es decir, incluir datos sobre el historial clinico del

paciente y aplicar escalas enfocadas en eventos estresantes y/o traumaticos.

Es importante medir los niveles de cortisol y de expresion del gen FKBP5
con la finalidad de analizar su asociacion con determinado genotipo o los

alelos reportados en el presente trabajo.

Sugerimos medir los niveles de andrégenos y estrogenos con la finalidad de

analizar si hay relacion con los niveles de expresion de FKBP5 y de cortisol.

Para explorar la participacion de miARN’s y del polimorfismo rs3800373 en
la regulacion de la expresion de FKBP5, es importante llevar a cabo
construcciones reporteras en las cuales sea posible clonar la secuencia que
contenga el polimorfismo rs3800373 del 3"UTR, es decir, los sitios de union
MIARN putativos. Células que sobreexpresen el miARN de interés seran co-
transfectadas con el plasmido reportero y se cuantificara el nivel de expresion

del gen reportero.
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5. Finalmente, se sugiere explorar el papel que juegan las variantes predichas
de manera in silico en el desarrollo del suicidio mediante un estudio caso-

control considerando los puntos anteriores.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Five polymorphisms (14713916, rs4713902, rs1360780, 1s9296158 and rs3800373) of FKBP5 gene were
Suicide attempt analyzed in a case-control study comprising 423 Mexican individuals (146 individuals with suicide attempt and
Gene - 277 controls). The SNP's were genotyped using the TagMan-allelic assay. Genotype and allele frequencies were
::;;::;:m compared between the two groups, then the association between FKBP5 gene polymorphisms and suicide
Risk allele attempt was analyzed. We found a significant assodation of 151360780 T minor allele (All, OR =1.80, 95 %

CI =1.35-2.41, P = 0.0005; Males, OR = 2.25, 95 % CI = 1.44-3.50, P = 0.0002) as a suicide behavior risk
factor. Conversely, rs3800373 C minor allele (All, OR =0.61, 95 % CI = 0.46-0.83; P = 0.0013; Females,
OR = 0.33, 95 % CI = 0.22-0.50; P = 0.0001) and the A-C-T-A-C haplotype (OR = 0.06, 95 % CI = 0.01—0.36;
P = 0.002) were significantly associated as protective factors. No association was observed with the other SNP's.

Our study suggests that SNP's in FKBP5 gene contribute to suicide behavior pathogenesis.

1. Introduction

Suicide behavior is a major health problem worldwide. It has been
suggested that there are almost one million deaths by suicide in the
world per year. However, it should be noted that suicide rates vary
depending on the geographic region. For example, the Eastern Medi-
terranean region has a suicide rate of 3.8, in the African region is 8.8, the
Americas 9.6, the Western Pacific region 10.8, in the South East Asia is
12.9, while that in Europe is 14.1 per 100,000 inhabitants (Bachmann,
2018). Nowadays, it has been observed that suicide behavior also differs
by gender. Men are highly likely to use more lethal methods when
attempting suicide than the methods used by women (Bridge et al,
2006; Nock et al., 2008); nevertheless, more women attempt suicide
than men, what is known as the gender paradox of suicide behavior.

The etiology of suicide behavior has not been fully described. It has

* Corresponding authors.

been suggested that cortisol secretion alterations are causally related to
the development of suicide behavior (Velders et al., 2011). When stress
is detected, the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis is activated,
secreting cortisol as well as the FK506 binding protein 51 (FKBP51)
(Zannas et al., 2016).

On the other hand, the FKBP51 is a 51 kDa protein encoded by
FKBP5 gene, which is located on the short arm of chromosome 6
(chromosome 6p21.31) and spans around 155 kb (Mahon et al., 2013).
The FKBP51-bound glucocorticoid receptor (GR) complexes have low
cortisol affinity with reduced nuclear translocation@ the FKBP5 gene is
strongly upregulated by stress and this creates an ultrashort negative
feedback loop of cortisol release and thus prolonged elevations of
cortisol following a stressor. This maladaptive prolonged stress response
may render individuals to be more vulnerable to suicide. On a cireuit
level, the upregulation of FKBP5 gene impacts the structure and brain
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Psychiatric disorders are complex polygenic diseases that show common genetic vulnerability. Several studies
have investigated the association of polymorphisms of FK506 binding protein 51 (FKBP5) gene and depressive
disorders or suicidal behavior, however, the results have been controversial and ambiguous. The aim of our

Keywords:
Psychiatric disorder
Genetic association

R‘isklallelel i i study was to explore the role of the FKBP5 gene variants (rs1360780, rs3800373 and rs4713916), in depressive
;‘[‘e‘i _ea::l‘y:;" e polymorphisms disorders or suicidal behavior through a systematic review and a meta-analysis. The protocol number of the

study is PROSPERO CRD42018089295. The meta-analysis included 12 studies. Odds ratios with 95% confidence
intervals were used to evaluate the association and the publication bias was tested by Egger's test and funnel
plot; heterogeneity was assessed by the Cochran's chi-square-based Q statistic test and the inconsistency index.
Our results showed that the rs3800373 and rs4713916 were associated with an increased risk of depressive
disorders when using the heterozygous and dominant models. In the stratified analysis by ethnicity, a sig-
nificantly increased risk of depressive disorders was also observed for rs3800373 and rs4713916 in Caucasians.
When we analyzed suicidal behavior, we found a significant association with the rs1360780 of FKBP5 and
suicidal behavior risk in the overall population and rs3800373 in completed suicide subgroup. Existing evidence
indicates that the polymorphisms of FKBP5 gene are associated with risk of depressive disorders and suicidal
behavior. Future studies with larger sample sizes will be necessary to confirm the present results.

1. Introduction actions that go from non-fatal attempts to attempts that result in death);

highly complex and multifaceted in which the causes are not fully un-

Genetics contribute to the susceptibility of most psychiatric condi-
tions, therefore the study and understanding of genetic factors is rapidly
increasing. Depression is a common disabling psychiatric disorder that
has serious repercussions for the individual, his/her family, workplace,
and society in general. This disease usually appears with typical
symptoms, more covertly but often including nervousness, irritability,
sleeping problems and decreased energy (Cameron et al., 2014; Criado-
Marrero et al., 2018). While suicide behavior is highly prevalent among
patients with depression (Ponsoni et al., 2018). Suicide behavior is a
general term encompassing any suicidal thought or action (planning or

derstood. A possible mechanism that has been proposed, is the dysre-
gulated hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity (Barzilay and
Apter, 2014). Cortisol binding to glucocorticoid receptor (GR) as well as
GR sensitivity are inhibited by FK506 binding protein 51 (FKBP51)
(Binder, 2009). The FKBP51 interaction with the central chaperone
heat shock protein (Hsp) 90, competes with other proteins for access to
the Hsp90-GR heterocomplex and interferes with the activity of GR-
stimulatory factors (Schulke et al., 2010; Touma et al., 2011).

The FKBP5 gene which encodes the FK506 binding protein 51, has
received increasing attention in relation to suicidal behavior. In
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