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RESUMEN

El suicidio ha sido considerado problema de salud publica a nivel mundial, por ello se han
realizado estudios para comprender los factores y procesos bioldgicos que contribuyen al
desarrollo de este fendmeno. Las conductas suicidas tienen origen multifactorial, y el abuso
de sustancias; alcoholismo; comorbilidad con otros trastornos psiquiatricos como: TB,
TDM, entre otros; y cambios moleculares en el cerebro contribuyen con su desarrollo.

Para comprender los cambios moleculares que hay en el cerebro de humanos se han
realizado estudios post mortem. Sin embargo, son pocos los estudios de expresion de
proteinas. La protedmica es utilizada para identificar alteraciones en expresion de proteinas
y posibles biomarcadores relacionados con el suicidio. EI presente trabajo es de los
primeros en investigar cambios en expresion de proteinas en muestras de cerebro
procedentes de mexicanos. Tiene como objetivo analizar diferencias en la expresion del
perfil protedmico de la corteza prefrontal dorsolateral del cerebro de suicidas con
toxicologia positiva al alcohol en comparacion con controles y casos de suicidio con
toxicologia negativa al alcohol.

Se extrajeron las proteinas de la corteza prefrontal dorsolateral de 13 muestras, de
las cuales cinco son controles (individuos que murieron por causas diferentes al suicidio) y
ocho son casos de suicidio (cinco con toxicologia positiva al alcohol y tres con toxicologia
negativa al alcohol). Posteriormente se utilizd la electroforesis bidimensional con la
finalidad de obtener el perfil de proteinas. Para determinar las diferencias de la expresion
de proteinas se obtuvo la densidad de los pixeles de las imagenes de la electroforesis
bidimensional con el software PD-Quest de Bio-Rad. Posteriormente, se realiz6 un PLS-
DA con el fin de observar la separacion entre el grupo control, el grupo de suicidio con
toxicologia negativa al alcohol y el grupo de suicidio con toxicologia positiva al alcohol. Se
elaboraron dos diagramas de volcan para obtener las proteinas que se encontraban
diferencialmente expresadas.

Se encontraron 24 proteinas diferentes en su expresion, 11 al comparar controles vs
casos de suicidio con toxicologia positiva al alcohol y 13 al comparar ambos casos de
suicidio entre si. Las 24 proteinas se identificaron por espectrometria de masas de las cuales
se identificaron 11 proteinas diferentes (GDA, INA, OXCT1, FABP3, TUBB4B, GNAOL,

XVII



ATP5B, ATP5D, OSBPL1A). Asimismo, se encontraron posibles isoformas de las
proteinas GFAP y DPYSL2. Estas proteinas estdn implicadas en procesos metabodlicos,
organizacion del citoesqueleto, glucolisis, transporte de lipidos, entre otros.

El consumo de alcohol altera la expresion de proteinas de la CPF dorsolateral de
individuos con suicidio consumado. Algunas proteinas se han relacionado con anterioridad
al abuso de alcohol y suicidio. Finalmente, el modelo propuesto sugiere que las
alteraciones en la corteza prefrontal dorsolateral pueden deberse al consumo de alcohol y su

efecto con el estrés oxidante.
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I. INTRODUCCION

1.1. Nomenclatura del suicidio

La Asociacion Americana de Psicologia (APA, por sus siglas en inglés) define al suicidio
como el acto de quitarse la vida a si mismo. Sin embargo, la definicion anterior no abarca la
complejidad del fendmeno ni los numerosos términos utilizados en los estudios que se
realizan en torno al suicidio (Karthick y Barwa, 2017). La nomenclatura de suicidio mas
aceptada y utilizada es la que fue propuesta por O’Correll y colaboradores en 1996 (Tabla
1), donde se distinguen tres grupos de comportamiento: ideacién suicida, comportamiento
relacionado al suicidio y suicidio consumado (Ginger et al., 2016). Actualmente sigue en

debate establecer la nomenclatura mundial que pueda ser utilizada en el &mbito clinico.

Tabla 1. Términos y definiciones propuestos por O’Correl et al.

- Muertes autoinfligidas. El término suicidio consumado también puede
Suicidio

© irs
o3 utilizarse.
o O . . .
<5 P Comportamiento potencialmente autolesivo con resultado no fatal, donde
@ Intento suicida . L - )
hay intencion de suicidarse. Puede o no resultar con lesiones.
Conducta
instrumental Comportamiento auto agresivo sin intenciones de suicidarse, en el cual la
relacionada con el  persona alardea para recibir o llamar la atencién de alguien.
suicidio

Comportamiento potencialmente autolesivo donde, a) la persona no
intenta suicidarse, b) la persona aparenta querer suicidarse para alcanzar
otro fin. Esta conducta comprende actos suicidas y comportamiento
instrumental inducido por suicidio.

Comportamiento
relacionado al
suicidio

Comportamiento
relacionado al
suicidio

Cualquier pensamiento informado por el mismo individuo que puede
involucrarse en el comportamiento relacionado al suicidio o acto suicida.
Puede ser la ideacién casual o seria.

Pensamiento
suicida

Ideacion
suicida

Posner y colaboradores (2007) proponen el Algoritmo de Clasificacion de Columbia
para la Evaluaciéon del Suicidio (C-CASA, por sus siglas en inglés). Este, plantea la
nomenclatura que se divide en tres clasificaciones el comportamiento suicida: eventos

suicidas, eventos intermedios 0 potencialmente suicidas, y eventos no suicidas (Tabla 2).



Tabla 2. Eventos suicidas dentro de la nomenclatura de C-CASA propuesta por Posner et al. (1996)

Suicidio

Se refiere al acto de lastimarse a si mismo que resulta en la muerte del individuo.
consumado

Comportamiento que potencialmente puede provocar dafios autoinfligidos con al

Intento suicida .
menos un intento de muerte.

Actos previos al
comportamiento
suicida

Son intentos para lastimarse a si mismo pero que fueron perturbados por la misma
persona o alguien mas.

Pensamientos pasivos de querer morir 0 pensamientos activos sobre querer

Ideacion suicida . s
terminar con su propia vida.

Otro término ampliamente utilizado en la investigacion de este fendmeno es la
suicidalidad. Este integra los siguientes conceptos relacionados con el suicidio: ideacion
suicida, actos preparatorios para el suicidio, comportamiento autolesivo, intentos suicidas y
suicidio (Posner et al., 2007).

Una nomenclatura distinta engloba a los pensamientos y conductas suicidas no
fatales en tres categorias: (a) ideacion suicida: se refiere a pensamientos para acabar con la
propia vida; (b) plan suicida: formulacién del método especifico para terminar con su
propia vida y (c) intento suicida: la accién de dafiarse a si mismo, en el que debe haber
algin intento de terminar con su propia vida (Nock et al., 2008).

Para el propésito de este trabajo los términos que se utilizaran recurrentemente
seran los siguientes: suicidio o suicidio consumado, suicidalidad se utilizara para referirse a
comportamiento e ideacién suicida, tomando en cuenta que tanto el comportamiento como

la ideacion suicida pueden ser utilizados por separado y con su respectiva definicion.

1.2. Etiologia del suicidio

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2018), el suicidio es problema
de salud publica a nivel mundial. Se estima que 800 000 personas terminan con su vida
cada afio, siendo la segunda causa de muerte en individuos de 15 a 29 afios. Debido al
incremento de muertes por suicidio que se ha registrado a lo largo de los afos, es probable
que este tipo de defunciones lleguen a representar mas del 2% de la mortalidad a nivel

mundial en el afio 2020 (OMS, 2012). Por cada muerte ocasionada por suicidio hay decenas



de familiares y amigos cuyas vidas estan devastadas emocional, social y econdmicamente
(OMS, 2004).

La tasa de suicidio en México ha aumentado con el paso del tiempo,
especificamente increment6 un 16% en el periodo del 2000-2012 (Hernandez-Bringas y
Flores-Arenales, 2011; OMS, 2014). Otros ensayos revelan que en el periodo de 1970 al
2007 el suicidio crecié 275% en el pais (Borges et al., 2010). De acuerdo con el INEGI
(2017), para el 2015 la tasa de suicidio en México fue de 5.2 fallecidos por suicido por cada
100 000 habitantes (Figura 1, A). Por cada 100 000 habitantes la tasa de suicidio en México

es mayor en hombres (8.5) que en mujeres (2.0) (Figura 1, B)

A) Tasa de suicidos del 2010 a 2015
5.2 5.2
4.9
4.8 4.6
4.3
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B) Tasa de suicidio por sexo del 2000 al 2014
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> 1.4 13 1.4 1.5 1.7 16 19 18 17
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Figura 1. Tasas de suicidio de la poblacion mexicana. A) Tasa de suicidios del 2010 a 2015 por cada
100 000 habitantes. B) Tasa de suicidios por sexo del 2000 al 2014 por cada 100 000 habitantes.
Elaborado con los datos del informe de estadisticas a proposito del dia mundial de la prevencion del
suicidio (INEGI, 2017).



Asimismo, Lozano y colaboradores (2013) mencionan que la tasa de mortalidad por
suicidio estandarizada en Meéxico aument6é 22% en el periodo del 2000-2015. También
menciona que el aumento en la tasa de mortalidad por suicidio es mas evidente en personas
de 15 a 49 afios.

Es complicado determinar la causa concreta del suicidio. No obstante, la relacion
entre el suicidio y los efectos del ambiente exterior han sido documentados desde el siglo
XI (Spitzka, 2012). Entre los factores externos vinculados a los intentos suicidas y suicidios
consumados, se encuentran: medicamentos, enfermedades mentales, sexo, genética,
disponibilidad de armas de fuego, experiencias de vida, estabilidad y estatus econémico,
medios de comunicacién, y la psicodindmica (Soreff y Attia, 2017). Sin embargo, no son
las Unicas causas asociadas al fendmeno. Karthick y Barwa (2017) realizaron una revision
en la que mencionan que los individuos que murieron por suicido se ven afectados por
varios factores de riesgo y no s6lo por uno aislado.

Un claro ejemplo de la complejidad del suicido es que tiene una estacionalidad, es
decir, que los suicidios tienen un patron mensual que tiende a repetirse anualmente, este
fendmeno se ha estudiado desde perspectivas biolégicas y socioldgicas (Ajdacic-Gross et
al., 2010). Un estudio ha demostrado en 18 ciudades europeas que, el 88% de los suicidios
ocurren en el verano (junio-agosto), de acuerdo con el autor, esto se relaciona con factores
climéaticos como el calor, esto incrementa la sensibilidad del sistema nervioso, lo que
explica el incremento de suicidios durante inicios de primavera y el verano (Ajdacic-Gross
et al., 2010). Por otro lado, desde una perspectiva socioldgica, la estacionalidad de suicidio
es explicada mediante una teoria que plantea que, durante la primavera y el verano se
incrementa el estrés social, y esto puede desarrollar el comportamiento suicida cuando no
se puede afrontar psicolégicamente la frustracidn causada por interacciones sociales
fallidas, especialmente en personas deprimidas (Ajdacic-Gross et al., 2003; Barzilay y
Apter, 2014)

Con la finalidad de comprender el origen y las causas que detonan o propician la
conducta suicida se han desarrollado modelos conceptuales que plantean que la suicidalidad
debe tener en cuenta variables que ejercen influencia sobre momentos muy diferentes a lo

largo del desarrollo de la conducta suicida (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de modelos propuestos para describir el riesgo de suicidio. Los modelos
describen los factores que conducen a los individuos a pasar de una conducta no suicida autolesiva a
otras formas de conductas suicidas, incluyendo la muerte. Se presenta la prevalencia mundial en cada
circulo. ElI modelo biopsicosocial para el riesgo de suicidio describe los diferentes elementos que causan
cambios bioldgicos que actlian como factores distales, de mediacion o proximales que aumentan el riego
de suicidio. EI modelo motivacional-volitivo incluye las fases: premotivacioal, motivacional y volitiva y
describe los cambios psicoldgicos que ocurren cuando una persona hace una transicion de conductas no
letales al comportamiento suicida. El modelo de capacidad adquirida propone cambios psicol6gicos que
pueden disminuir la aversion de un individuo al comportamiento autodestructivo y prepararlo
psicolégicamente para desarrollar una conducta suicida letal. EI modelo de estrés-diatesis establece que
un estresor tipico puede provocar una crisis social o de un trastorno psiquiatrico, desarrollando
comportamientos agresivos y pesimistas que son parte de la diatesis del suicido, son influenciados por
factores como la edad, sexo, factores genéticos, entre otros (Tomado y adaptado de Lutz, et al., 2017).

En el modelo biopsicosocial se hace referencia a dos tipos de factores de riesgo, los
proximales y los distales. Los factores distales son variables que confieren mayor
susceptibilidad al suicidio, pero tienen una relacién distal-temporal a las crisis suicidas;
algunos de estos factores son: la predisposicion genética, adversidades en la vida temprana
y los mecanismos bioldgicos afectados por la adversidad de la vida temprana. Cuando los
factores distales afectan procesos bioldgicos, pueden incrementar el riesgo a cometer
suicidio. Sin embargo, estos agentes no causan directamente conductas suicidas. Los
cambios ocasionados por los factores de riesgo distales junto con otras causas como el
abuso cronico de sustancias pueden ser catalogados como factores de mediacion, los cuales
pueden incrementar el riego del suicidio. Especificamente, la predisposicion familiar y las
adversidades de la vida temprana pueden propiciar el desarrollo del comportamiento

impulsivo agresivo y rasgos de ansiedad, lo que incrementa el desarrollo de la ideacion



suicida (Turecki® 2014). Por otro lado, los factores proximales se han caracterizado por
provocar alteraciones a nivel molecular que son asociados a estados de depresion; algunos
cambios a nivel molecular son: alteraciones en la via de serotonina, la respuesta a estrés de
poliaminas, alteraciones en vias glutamatérgicas y GABAGérgicas, factores de inflamacion,
disfuncion de la glia y astrocitos, y disfuncion neuroendocrina (Turecki y Brent 2016).
Asimismo, los factores proximales, se caracterizan por detonar crisis suicidas por
eventos de la vida reciente y son altamente vinculados a episodios psiquiatricos.
Aproximadamente 80 al 90% de los casos de suicidio consumado se encuentran
relacionados con algln trastorno psiquiatrico (Shaffer, et al., 1996; Bozorgmehr, et al.,
2018). Cuando los sintomas de un trastorno alteran la capacidad de resolver problemas

individuales y el juicio del individuo es probable que detonen una crisis suicida.

1.3. El suicidio y su relacion con el abuso de alcohol y otros trastornos mentales

Los trastornos mentales y de abuso de sustancias también son considerados factores de
riesgo que pueden influir en el desarrollo de conductas suicidas. Dentro del manual
diagnostico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-5, por sus siglas en inglés) se
han descrito diversos trastornos ligados a la suicidalidad y algunos hacen referencia
especificamente al riesgo de suicidio, tales como esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno
depresivo mayor, desorden de uso de sustancias, ansiedad, trastorno obsesivo compulsivo,
entre otros (Giner et al., 2016).

La revision realizada por Hufford (2001) clasifica la dependencia de alcohol como
factor distal, ademas, menciona que los alcohdlicos son mas propensos a desarrollar
conductas suicidas de 60 a 120 veces mas que el individuo que no padece un trastorno
psiquiatrico. Diversos estudios enfocados en el uso agudo de alcohol demostraron que de
10 a 69 % de las victimas que cometieron suicidio dieron positivo a intoxicacion por
alcohol en el momento de la muerte y del 10 a 73 % de los que intentaron suicidarse dieron
positivo al uso de alcohol. Algunas revisiones documentan que el uso de alcohol en intentos
suicidas es mayor en paises en desarrollo como México (Yuodelis-Flores y Ries, 2015;
Borges y Loera, 2010). Otros ensayos han demostrado que el trastorno de uso de alcohol

(TUA) esté asociado significativamente con el riesgo a la ideacién suicida, intento suicida y



suicidio consumado Yy declaran que el TUA es predictor potencial del suicidio (Darvishi et
al., 2015; Hoertel et al., 2018).

Hufford (2001) clasifica dentro de los factores de riesgo proximales a la intoxicacion por
alcohol y sefiala que no es lo mismo que el abuso de alcohol o la dependencia, debido a que
los riesgos de intento suicida se intensificaran durante la intoxicacién por alcohol sin
importar que el individuo abuse o dependa de las bebidas alcohdlicas. De igual forma,
Hufford describe como la intoxicacién por alcohol puede precipitar la conducta suicida
tanto en personas alcoholicas y no alcohdlicas en 4 puntos: (1) aumenta la angustia
psicoldgica, (2) incrementa la agresividad, (3) aumenta los pensamientos suicidas bajo
efectos del alcohol, y (4) restringe la cognicidon, lo que afecta la generacion de estrategias
de afrontamiento alternativas. De acuerdo con Dawes y colaboradores (2008), la
impulsividad se puede modificar por el estado psiquiatrico y eventos de vida, las funciones
serotoninérgicas y el abuso de sustancias. Los autores mencionan dos vias de alteracion de
la impulsividad. La primera estd ligada a crisis psicosociales y eventos de la vida que
conllevan al desarrollo de depresion, desesperacion e ideacion suicida. La segunda via se
asocia a la desregulacion de serotonina, que puede estar influenciada por el consumo de
sustancias.

Ademas de la dependencia al alcohol, la literatura indica que puede existir la
comorbilidad entre TUA y trastornos mentales. Hufford introduce esta variable como un
factor distal y menciona que la comorbilidad de una psicopatologia y el uso de alcohol
puede incrementar el riesgo de suicidio. Un estudio revela que la presencia de TUA en
individuos con trastorno bipolar (TB) puede producir méas intentos suicidas (25 % del total
de casos) que el grupo que Unicamente padece TB (15 % del total de casos) (Oquendo et
al., 2010). Vijayakumar y colaboradores (2011) sefialan que el trastorno de abuso de
sustancias (TAS) estd altamente relacionado con el TB tipo I, y esto deriva en alta
impulsividad, hostilidad y agresividad; ademas, concluyen que la presencia de ambos
trastornos aumenta el numero de los intentos de suicidio. Un estudio compara la
impulsividad que presentan individuos con dependencia al alcohol que han presentado
conductas relacionadas al suicidio contra dependientes sin este comportamiento. Los
sujetos que estuvieron expuestos a eventos violentos son los que tienen en su historial

conductas suicidas y son mayormente agresivos e impulsivos (Khemiri et al., 2016).



En el caso del trastorno depresivo mayor (TDM) se ha demostrado que individuos
con comorbilidad con TUA tienen mayor probabilidad de cometer intentos suicidas y
padecer dependencia al alcohol (Briere et al., 2014). Un ensayo enfocado en la
desinhibicién inducida por alcohol (conducta que se presenta en 94 % de las personas con
dependencia a alcohol) en una poblacién coreana, corroboré que los individuos que tienen
esta conducta y TDM tienden a incrementar de manera significativa el riesgo de uno o
varios intentos suicidas, ademas de aumentar la impulsividad de las personas, la cual
también es factor de riesgo del suicidio (Choi et al., 2017). Otras aportaciones indican que
sujetos que sufren alcoholismo y depresidn tienen mayor ideacion suicida e impulsividad en
comparacion con las personas que s6lo padecen depresion (Yuodelis-Flores y Ries, 2015).

De acuerdo con Turecki? (2014), las crisis suicidas habitualmente son detonadas en
conjunto por eventos de la vida reciente que estan asociados principalmente a episodios
psiquiatricos. Aproximadamente, 50 % de las personas que mueren por suicidio cumplen
con los criterios que se asocian al TDM en los Gltimos meses antes de morir. El autor
también menciona que casi todas las personas que se suicidaron presentan algun grado de
desesperanza u otras distorsiones cognitivas similares que son caracteristicas de los estados
depresivos, independientemente de su diagndstico psiquiatrico principal, si es que lo
poseen. Cuando los sintomas depresivos o de algun otro trastorno psiquiatrico alteran
drasticamente la capacidad de resolucion de problemas del individuo y su juicio, pueden
interpretarse como precipitantes de crisis suicidas. Estos estados de crisis psiquiatricas

estan asociados con cambios moleculares en distintas regiones del cerebro.

1.4. Corteza prefrontal dorsolateral

La corteza prefrontal (CPF) es de las partes mas importantes del cerebro. Esta
region es responsable de ejecutar funciones como: mediar pensamientos conflictivos, toma
de decisiones, predecir eventos futuros, y el control social y emocional. La CPF es el area
de cerebro mayormente implicada en la consciencia, inteligencia, y la personalidad (Gao et
al., 2012).

Esta region ha sido altamente estudia debido a que la disfuncién de esta area y las

redes relacionadas subyace a muchos de los trastornos cognitivos y de comportamiento



asociados con trastornos neuropsiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno por déficit
de atencion/hiperactividad, la adiccion a las drogas, el autismo y la depresion (Gao et al.,
2012).

La CPF se encuentra conectada con el sistema limbico. Este consta de muchas
estructuras encefalicas, como el hipocampo, la amigdala y el ndcleo accumbens. Las
estructuras del sistema limbico estan involucradas en las emociones, principalmente con
aquellas relacionadas con la supervivencia, como el miedo, la ira, el placer y el
comportamiento sexual. Es casi imposible identificar roles especificos para las estructuras,
debido a que las funciones psicolégicas realizadas no son por formaciones individuales,
sino por complejos del sistema que interactdan entre si (Ray y Zald, 2012; Salzman y Fusi,
2010).

La CPF es muy compleja debido a que muestra una enorme variacion entre especies
en términos citoarquitectonicos y conectividades. La caracteristica distintiva de la CPF de
primate es la aparicién de cortezas disgranulares y granulares, que estan completamente
ausentes en roedores (Salzman y Fusi, 2010). La CPF de los primates a menudo se divide
en diferentes subregiones, como la dorsolateral (CPFDL), ventrolateral, medial y la
orbitofrontal (Figura 3) (Carmichael y Price, 1996).

A)

B) Corteza cingulada
Corteza 2

Corteza prefrontal
dorsolateral

Corteza
orbitofrQntal

Corteza prefronta
ventrolateral

Corteza
orbitofrontal

Hipocampo

Figura 3. llustraciéon de la vista lateral y medial del cerebro. Se representan diferentes vistas del
cerebro. A) Vista lateral del cerebro en la que se representa el area que abarca la CPFDL y la corteza
orbitoforntal. B) Vista ventral del cerebro en la que se representan el area que abarca la corteza
cingulada anterior, la CPF, la corteza orbitofrontal, la CPFventrolateral, la amigdala y el hipocampo
(Tomado y adaptado de Zelazo et al., 2016).



Las sefiales de salida de la CPFDL se dirigen a los sistemas motores y, por lo tanto,
la CPF puede formar o controlar la planificacion motora. En general, la CPF recibe entradas
que proporcionan informacion sobre muchas variables externas e internas, incluidas las
relacionadas con las emociones y las funciones cognitivas, lo que proporciona un posible
sustrato anatémico para la representacion de estados mentales. (Gao et al.,2012).

La amigdala es un grupo de ndcleos estructural y funcionalmente heterogéneos que
se encuentran en la zona medial anterior del I6bulo temporal. La amigdala se ha ligado con
los procesos emocionales. Ademas, esta muy interconectado con la CPF, especialmente con
la corteza orbitofrontal y la corteza cingulada anterior (Salzman y Fusi, 2010). La
comunicacion bidireccional entre la amigdala y la CPF proporciona la base para la
integracion de los procesos cognitivos, emocionales y fisiologicos de los trastornos
mentales (Ray y Zald, 2011).

La CPF esta altamente inervada por los sistemas de monoaminas, especialmente el
sistema dopaminérgico. Las monoaminas contribuyen al estado de animo estable, y un
exceso o deficiencia de estas causa varios trastornos del estado de animo. Esto explica por
qué muchas de las funciones de CPF estan asociadas con las funciones del sistema
dopaminérgico. La CPF se dirige a los sistemas colinérgicos y monoaminérgicos del
cerebro anterior, incluidas las neuronas que contienen noradrenalina en el locus coeruleus
pontino, y las neuronas que contienen dopamina en el area ventral tegmental, las neuronas
de serotonina en el nicleo de Raphe y neuronas de acetilcolina en el cerebro anterior basal.
Estos sistemas modulan las redes corticales al influir en las transmisiones sinapticas
excitadoras e inhibitorias, asi como en otros procesos corticales en la CPF (Bjorklund y
Dunnett, 2007).

La CPF tiene controles que regulan sefiales de arriba hacia abajo sobre los sistemas
moduladores ascendentes del cerebro, y eso, a su vez, influye poderosamente en las
funciones neuromoduladoras de la CPF (Robbins y Arnsten, 2009). Estas proyecciones
inervan ampliamente diversas regiones del cerebro anterior, que incluyen el hipocampo, el
cuerpo estriado, la amigdala y el talamo. Entre estos sistemas moduladores ascendentes, el
sistema de dopamina es el més importante que desempefia un papel critico tanto en el
proceso cognitivo normal como en las patologias neuropsiquiatricas asociadas con el CPF

(Seamans y Yang, 2004). Ademas, la CPF recibe muchas inervaciones de dopamina en
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comparacion con otras regiones corticales. Sin embargo, los investigadores solo han
vinculado vias aferentes de dopamina con dianas celulares especificas y circuitos
neuronales (Seamans y Yang, 2004).

La disfuncion de la CPF se asocia en gran medida con trastornos/deficiencias en las
funciones cognitivas y ejecutivas que se observan en la mayoria de las enfermedades
mentales. Debido a que la CPF desempefia un papel critico en las funciones cognitivas y la
inhibicidn cortical, especialmente para la percepcion, el juicio, y la capacidad de planificar
y organizar eventos futuros (Gao et al., 2012)

Aunque se desconoce la causa exacta de la mayoria de los trastornos psiquiatricos,
los estudios recientes indican que muchas de las alteraciones son causadas por una
combinacion de factores genéticos, bioldgicos, psicologicos y ambientales (Gao et al.,
2012). Las operaciones cognitivas de la CPF son especialmente vulnerables a factores
fisioldgicos, genéticos y ambientales. Pueden alterarse por cambios en el estado de
excitacion, como fatiga o estrés (Arnsten, 2009), y estan muy deteriorados en la mayoria de
las enfermedades mentales (Robbins y Arnsten, 2009).

Debido a lo anterior, es necesario realizar analisis de distintas muestras bioldgicas y
de diferentes regiones de la CPF, regiones encefalicas, o muestras periféricas que
proporcionen informacién sobre la expresion de genes y proteinas que ayuden a
comprender como se desarrollan los trastornos psiquiatricos, o, como pretende el presente

trabajo, el desarrollo del suicidio.

1.5. Neurobiologia del suicidio

Los cambios moleculares estdn relacionados con la neurobiologia del suicidio, para
comprender esta caracteristica se requiere la integracién de los procesos que estan
involucrados en la desregulacion de una region especifica del cerebro afectada, junto con el
tipo celular especifico. Se han estudiado diferentes muestras biolégicas como células de la
sangre, liquido cefalorraquideo, plasma y muestras de cerebro en estudios post mortem,
para identificar anormalidades a distintos niveles biol6gicos que se relacionan con el
suicidio. En la Figura 4 se observan algunas de las partes del cerebro mas estudiadas en

torno a la suicidalidad, donde se encuentran el tallo cerebral, CPF, la corteza cingulada
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anterior, la amigdala, y el hipocampo (Lutz et al., 2017). Las irregularidades que se han
encontrado a partir de diferentes estudios enfocados a nivel genético y protedmico son:
cambios relacionados con el sistema serotoninérgico, eje hipotalamico-hipofisis-adrenal
(HHA), sistema glutamatérgico y GABAGérgico, respuesta a estrés de poliaminas,
transduccién de sefales, factores de inflamacion, disfuncidn de la glia, y citocinas, entre
otros (Sarchiapone et al., 2015; Furczyk et al., 2013; Turecki?, 2014).

CPF

e Jactividad

Jvolimen de materia gris
expresion genética de astrocitos alterada
M actividad de macréfagos.
J espermidina, espermina N1-acetil
transferasa

* J BNDF, TRKB.

Locus coeruleus

*  “Mtirosina hidroxilasa

¢ J transportadores de
glutamato

¢ “Msumbunidades de
receptor NMDA

CCA

* Adensidades de microglia

* hipertrofia de astrocitos en
materia gris de CCA

* A morfologia de la capa VI de
neuronas piramidales

Amigdala
* /M flujo sanguineo cerebral y
metabolismo de glucosa.

* M volumen de la amigdala

Nucleos del rafe

« Jfuncién de la serotonina
¢ transmision de 5-HT

*  “Mriptéfano hidroxilasa

Hipocampo

basolateral \lzvolume? . '
» Jldensidad de glia * 'neurogénesis en giro
dentado

Figura 4. Regiones del cerebro implicadas en depresién y conducta suicida. Se representan algunos
cambios moleculares y celulares en regiones como la corteza prefrontal (CPF), corteza cingulada
anterior (CCA), amigdala, hipocampo, nucleos del rafe y locus coeruleus (Tomado y adaptado de Lutz et
al., 2017).

Las alteraciones del sistema serotoninérgico son de los principales mecanismos
bioldgicos estudiados en el suicidio y se han postulado como biomarcadores del fenémeno
(Sarchiapone et al., 2015). Algunas caracteristicas observadas van desde el incremento de
la actividad de receptores de serotonina y el decremento de metabolitos de serotonina como
el acido 5-hidroxindoleacético (5-HIAA). Este es el principal metabolito para la sintesis de
serotonina el cual se ha relacionado a la impulsividad, comportamiento agresivo e intento
suicida (Vijayakumar et al., 2011; Sarchiapone et al., 2015). Otros elementos identificados
dentro de este sistema son el transportador de triptéfano, la triptéfano hidroxilasa, la

velocidad de sintesis de la serotonina y de receptores de serotonina como, 5SHT-1A, 5HT-

12



1B, 5HT-1D. Estos han sido objeto de los estudios post mortem debido a que se ha
propuesto que desempefian un papel importante en desordenes depresivos porque
incrementan la respuesta al estrés, ansiedad y al comportamiento suicida (Furczyk et al.,
2013; Sarchiapone et al., 2015).

Las anormalidades en el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) han sido
asociadas a comportamientos suicidas por diversos estudios (Turecki, 2014; Sarchiapone et
al., 2015). Este eje es influenciado por el estrés y es responsable de modular los niveles de
cortisol y puede alterarse cuando se encuentra bajo niveles altos de estrés. El gen NR3C1
que codifica para el receptor de glucocorticoides se encuentra regulado a la baja en el
hipocampo de individuos que fueron expuestos a adversidades en la vida temprana, lo que
conlleva a la inhibicion ineficaz de la secrecion de la hormona liberadora de hormona
adrenocorticotropa (CRH, por sus siglas en inglés) y el aumento en la actividad del eje
HHA (Turecki, 2014). Un estudio realizado por Pandey y colaboradores (2013) analizo
diferentes areas del cerebro, entre ellas la CPF de adolescentes que consumaron el suicidio
y los compard con cerebros de personas que murieron por causas diferentes. Los resultados
que obtuvieron mostraron la baja expresion de proteinas y de expresion de genes de
glucocorticoide-a en la CPF y la amigdala. El estrés en parte es regulado por el cortisol y
desempefian funciones importantes en varios procesos psicopatoldgicos vinculados con
desordenes del estado de animo y comportamiento suicida (Sarchiapone et al., 2015).

Otros estudios se han enfocado en identificar anormalidades en elementos
involucrados en procesos de transduccion de sefiales como el fosofoinositido (PI), adenilato
ciclasa, MAP quinasa, y sistemas de sefializacion de factores de inflamacién como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BNDF) (Sarchiapone et al., 2015; Pandey, 2013). La
actividad de la quinasa A (PKA) es dependiente de los niveles de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) de la célula y tiene como funcion la regulacion de la transcripcion de genes,
ademas de fosforilar diversas proteinas (Pandey, 2013) y se encuentra implicada en la
psicopatologia de la depresion y el suicidio (Sarchiaopone et al., 2015). Pandey (2013)
menciona en su revision que la actividad de esta enzima se encuentra disminuida de manera
significativa en la CPF de individuos que consumaron el suicidio, también menciona que el
ARNmM de subunidades de PKA como PKA RIIB y CR se encuentra disminuido de manera

significativa. La quinasa C (PKC, por sus siglas en ingles) se encuentra involucrada en la
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via de sefializacion del PI, la sintesis y liberacion de neurotransmisores, la regulacion de
receptores y canales ionicos, la excitacion neuronal, la expresion génica y la proliferacion
celular (Sarchiapone et al., 2015).

BNDF es la neurotrofina mas abundante en el cerebro y se encuentra relacionada
con la patofisiologia de algunos trastornos psiquiatricos asociados al suicidio como la
ansiedad y la depresion (Sarchiapone et al., 2015). Un estudio realizado por Dwivedi y
colaboradores (2003) demostré que el BNDF y la tirosina quinasa B (PTKB) se
encontraban reducidos de manera significativa en el area 9 de Brodman (A9B) y en el
hipocampo.

Las citocinas estan enlazadas con la patofisiologia de la depresion, trastornos
psiquiatricos y comportamiento suicida, por lo que se han realizado diferentes estudios en
liquido cefalorraquideo, muestras de cerebro post mortem y otras muestras bioldgicas para
comprobarlo (Sarchiapone et al., 2015). Estas moléculas son secretadas por distintas células
y actlan como sefiales entre las células y la regulacion del sistema inmune ante una herida
o infeccion (Pandey, 2013). Pandey y colaboradores (2011) realizan un estudio de la CPF
de adolescentes que consumaron el suicidio, en el que determinan el incremento
significativo de ARNm y las interleucinas IL-1p, IL-6, asi como el TNF-a.

Es notable que hay diferentes enfoques de estudio a nivel biolégico del suicidio. No
obstante, la mayoria de la investigacion en torno a este fendmeno se encuentra enfocada
principalmente a los genes. Sin embargo, las proteinas también pueden aportar informacion

que contribuya con la neurobiologia del suicidio.

1.6. Las proteinas

Antes de hablar de los estudios enfocados a proteinas es necesario mencionar que son y
como se estudian estas moléculas. Las proteinas son cadenas poliméricas de aminoacidos y
son las macromoléculas méas abundantes en los sistemas vivos. Los aminoacidos se unen
mediante un enlace covalente peptidico. Son 20 aminoacidos los que se encuentran
presentes en los seres vivos, y casi todos comparten la misma estructura base (Figura 5),

tienen un grupo carboxilo y un grupo amino enlazados en el mismo dtomo de carbono. El
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grupo R es diferente entre los 20 aminoacidos y por él varian en peso molecular y carga

eléctrica (Nelson y Cox, 2005).

COO-
H,N—C—H
R

Figura 5. Estructura general de un aminodcido. Esta estructura es comun en todos los aminoacidos-a.,
excepto en el aminoacido ciclico prolina. El grupo R (representado en rojo) es diferente en cada
aminoacido y se encuentra enlazado al carbono-a (representado en azul). El circulo amarillo representa
el grupo amino, mientras que el circulo verde el grupo carboxilo (Extraido y modificado de Nelson y
Cox, 2005).

Dos aminoacidos se pueden unir de forma covalente mediante un enlace peptidico.
Esta union es posible gracias a la reaccion de condensacion (Figura 6), en esta ocurre la
deshidratacion del grupo carboxilo-a. Lo aminoacidos pueden formar tetrapéptidos,
pentapéptidos, y asi sucesivamente, hasta elaborar una cadena de polipéptidos en la que se
encontrara el grupo amino libre, también llamado terminal y el grupo carboxilo libre o
terminal. Las proteinas pueden ser cadenas largas de polipeptidos compuesta de 100 hasta

miles de residuos de aminoacidos (Nelson y Cox, 2005).

¥ i
H;N—CH—C—O0OH + H—N—CH—COO0"

I
O
H,0 _ﬂ %} H,O

FoORE
Hgﬁ—CH—ﬁ—N—CH—coo—

Figura 6. Formacion de enlace peptidico mediante una reaccion de condensacion. El grupo amino-a
de uno de los aminoécidos actla con como nucle6filo para desplazar el grupo hidroxilo del otro
aminoacido y forma un enlace peptidico marcado en amarillo (extraido de Nelson y Cox, 2005).
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Es bien sabido que las proteinas tienen cuatro conformaciones estructurales. Estas

estan enlistadas y representadas en la Tabla 3, también se proporcionan caracteristicas de

las diferentes conformaciones de proteinas.

Tabla 3. Niveles estructurales de las proteinas

Estructura Representacion

D

. . 20

Primaria D

%
Secundaria B-plegada

ao- hélice

Terciaria

a- hélice
B-plegada
Cuaternaria %

Caracteristicas

Es la unién covalente entre los aminoacidos
(principalmente por enlaces peptidicos y
disulfuro) en una cadena polipeptidica

Esta estabilizada por puentes de hidrégeno
formados entre los atomos de los polipéptidos.
La mayoria de estas proteinas tienen segmentos
de sus cadenas de polipéptidos enroscados 0
plegados en patrones que le confieren forma a la
proteina. El enrosque o el plegamiento se
pueden repetir varias veces que se les ha
atribuido el nombre de a-hélice o B-plegada.

Es la estructura tridimensional estable de la
organizacion de la cadena polipeptidica. Esta
estructura se estabiliza por interacciones
hidrofébicas como los enlaces disulfuro que se
forman entre los grupos R de los aminoacidos.

Es un complejo conformada por dos 0 mas
subunidades de cadenas polipeptidicas.

Informacién extraida de Nelson y Cox, 2005 y Berg et al., 2002

Las proteinas son las macromoléculas mas versatiles de los sistemas vivos y su

funcion es crucial para todos los procesos bioldgicos. Las proteinas pueden funcionar como

catalizadores, transportadores de otras moléculas como el oxigeno, también proporcionan

mantenimiento y soporte inmune a las células, entre otras funciones (Berg et al., 2002).
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Como se menciond anteriormente, las proteinas pueden ser objeto de estudio para
las condiciones psiquiatricas, debido a que la mayoria de las funciones bioldgicas se llevan
a cabo mediante proteinas codificadas en el genoma, por lo que es necesario estudiar como
interacttan las moléculas entre si con la finalidad de comprender el funcionamiento de la

célula, tejido u organismo en determinadas condiciones.

1.7. Proteémica

Los estudios relacionados a trastornos psiquiatricos principalmente se encuentran
enfocados al genoma. Sin embargo, es necesario disponer de técnicas que permitan
comprender la relacion entre la expresion de los genes y las disfunciones bildgicas. La
protedmica se dedica al estudio de la expresion de las proteinas y de sus cambios en
dependencia del contexto bioldgico. A diferencia de otras técnicas utilizadas en bioguimica,
la protedmica se basa en la separacion e identificacion de muchas proteinas (llegan a ser
mas de mil) simultdneamente (Castellanos et al., 2004).

El proteoma es el conjunto de todas las proteinas expresadas por la célula, tejido u
organismo en un momento determinado (Verrills, 2006). Esta técnica tiene relevancia
clinica debido a que ofrece una aproximacion de las proteinas o grupos de proteinas que
son responsables de los procesos involucrados en padecimientos de interés, y estas pueden
ser utilizadas como biomarcadores (Tambor et al., 2010).

El dogma central de la biologia molecular (Figura 7), es la base de los estudios
protedmicos, debido a que el dogma plantea que a partir del ADN se codificard una
proteina, es decir, un gen equivale a una proteina. De acuerdo con ese planteamiento los
estudios gendmicos podrian representar de manera adecuada la expresion de las proteinas.
Sin embargo, hay alteraciones cuando la informacién del ADN es transcritaa ARN. Un gen
estd compuesto por exones (parte codificante) e intrones (regiones no codificantes); cuando
la molécula de ARNm se va a formar, los intrones son eliminados dan origen a la secuencia
que codificara a la proteina, los exones pueden reordenarse de varias formas y dar lugar a
maés de una proteina a partir de un solo gen. A ese reordenamiento de los exones se le llama
splicing y es responsable de la produccion de isoformas. También existen las

modificaciones postraduccionales (MPT) y estas no estan determinadas por el genoma.
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Figura 7. Dogma central de la biologia molecular. Se muestra el flujo de informacion que existe entre
las moléculas de ADN, ARN y proteinas.

Entonces, si existe un mayor numero de proteinas por las modificaciones
anteriormente mencionadas, los estudios del genoma no podrian identificar dichas
alteraciones. Por lo tanto, los estudios del proteoma brindan la mejor interpretacion de las
condiciones de un padecimiento o condicion en comparacion con los estudios genémicos.
Debido a lo anterior, los estudios gendmicos no son buenas representaciones de las
modificaciones que ocurren a nivel de proteébma, y por lo tanto no lograrian identificar
proteinas que pueden estar enlazadas a vias de sefializacion o condiciones de alguna
enfermedad (Tambor et al., 2010). Ademas, estos estudios pueden identificar variantes
producidas por el splicing y esto no seria posible en métodos de analisis de RNAm. Por
otro lado, los estudios del proteoma son mas informativos porque las proteinas se
encuentran directamente involucradas en los procesos moleculares responsables de las
condiciones que se desean estudiar (Betzen et al., 2015).

Patel (2012), menciona que la protedmica incluye diferentes campos de
investigacion: 1) Protedmica de expresion, realiza estudios cuantitativos y cualitativos; 2)
Protedmica funcional, es el estudio de las propiedades funcionales individuales de las
proteinas y su organizacién en vias de interaccién; y, 3) Protedmica clinica, es la que

identifica los biomarcadores y los mecanismos bioldgicos de alguna enfermedad.
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Entre las técnicas que se usan con mayor frecuencia en los andlisis del proteoma se
encuentra la electroforesis bidimensional (Figura 8). El principio de este método se basa en
la combinacion de dos técnicas ortogonales, es decir, que no comparten los mismos
principios fisicos. El isoelectroenfoque (Figura 8, A) es el primer paso de la electroforesis
bidimensional, la cual consiste en la separacién de las proteinas por su carga eléctrica. Las
proteinas migran en el gradiente de pH deseado hasta alcanzar un punto donde carezcan de
carga, es decir, alcancen su punto isoeléctrico. El segundo paso de la electroforesis
bidimensional consiste en la separacion de las proteinas por su masa molecular (Figura 8,
B), para ello se realiza la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, por lo que se utiliza el dodecil sulfato de sodio (SDS), un detergente
anionico muy potente que desnaturaliza a las proteinas (Castellanos et al., 2004; Sethi et
al.,2015).

A) B) KDa
(6———<=—0)
G-i—0
PH- G—izeg | PH*
o-=—0

pH-C_ I JpH+

Figura 8. llustracion de la electroforesis bidimensional. Se representan las técnicas que se utilizan en
la electroforesis de segunda dimensidn. A) En esta figura se ilustra el principio del isoelectroenfoque
donde las proteinas en pH &cidos tienen carga positiva, mientras que en un pH bésico tienen carga
negativa. La parte superior representa la carga de las proteinas (circulos con + y — en el centro),
dependiendo del pH en el que se encuentren. Las proteinas se desplazaran (flecha) hasta que alcancen su
punto isoeléctrico (circulos con + en el centro). La parte inferior representa las proteinas en el lugar
donde encontraron su punto isoeléctrico. B) Se representa la electroforesis que se realiza con las
proteinas que alcanzaron su punto isoeléctrico gracias al isoelectroenfoque. Las flechas en el recuadro
indican el desplazamiento de las proteinas hasta que alcanzan su masa molecular.

Al concluir los analisis de los geles obtenidos por la electroforesis, las proteinas de
interés son identificadas habitualmente mediante la espectrometria de masas (EM). La EM
ha sido utilizada desde hace tiempo para el estudio de biomoléculas. No onstante, esta
técnica se ha convertido en uno de los métodos més utilizados para el estudio de proteinas
(Castellanos, et al., 2004)
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Uno de los objetivos principales de la protedmica basada en la EM es identificar y
cauntificar proteinas a partir de una mezcla de proteinas purificada, enriquecida o compleja.
La protedmica con base en fines de purificacion se puede dividir en: bottom-up, shotgun y
top-down. En la proteGmica bottom-up, las proteinas se cortan en péptidos que sirven como
entrada para el equipo de EM, mientras que en protedmica top-down el espectrometro de
masas aisla una proteina de longitud completa que puede fragmentarse posteriormente
dentro del espectrometro de masas. La técnica de shotgun es un caso especial de
protedmica de tipo bottom-up, donde, una mezcla compleja de proteinas se digiere en
péptidos, generalmente mediante tripsina, seguida de la cromatografia liquida
multidimensional de alto rendimiento en linea acoplada al espectrébmetro de masas
(Matthiesen y Bunkenborg, 2013).

El espectrometro de masas es un aparato que mide la masa respecto a lacarga de
moléculas ionizadas. El espectrometro tiene tres partes importantes, la fuente de ionizacion,
el analizador de masa y el detector. La fuente de ionizacion produce iones a partir del
analito, los iones se generan cuando se transfieren moleculas condensadas a la fase gaseosa
y se ionizan positiva 0 negativamente en el proceso. Los principales métodos de ionizacién
utilizados en proteémica son, ESI (Electro Spray lonization) el MALDI (Assited Laser
Deorption and lonizaton) (Matthiesen y Bunkenborg, 2013). Las biomoléculas cargadas en
fase gaseosa pueden ser controladas y analizadas en el analizador, donde son separadas de
acuerdo a su proporcion masa/carga (m/z). Los principios con el que los analizadores
manipulan los iones es diferente, pero todas arojan resultados que pueden ser transformados
en intensidades (Castellanos, et al., 2004; Matthiesen y Bunkenborg, 2013)

El MALDI emplea un I&ser ultravioleta para suministrar la energia capaz de ionizar
la muestra, esta debe estar purificada casi al 100 %. Previamente, la muestra es mezclada
con una matriz constituida por compuestos insaturados, como el acido sinapinico, &cido 2,5
dihidroxibenzoico, acido 4-hidroxi-a-cianocinamico, entre otros. Que son capaces de
absorber energia a cierta longitud de onda. De esta forma la matriz absorbe la mayor parte
de la energia suministrada por lo que facilita la ionizacion del compuesto que se desea
analizar, en caso de que no se utilizara la matriz la energia suministrada destruiria la

muestra totalmente (Castellanos, et al., 2004; Matthiesen y Bunkenborg, 2013) .
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Las aplicaciones de la proteémica son amplias y en el caso de la neurociencia los
analisis de las proteinas basados en geles se han convertido en la herramienta mas utilizada
para estas investigaciones. Los métodos a base de geles habitualmente comparan las
muertas controles vs las muestras de modelos biol6gicos o humanas, estas son sometidas a
electroforesis bidimensional y posteriormente analizadas en softwares especializados que
comparan los spots que se observan en los geles e identifican las proteinas alteradas.
Posteriormente son identificadas por espectrometria de masas (MS) y la expresion de las
proteinas se evalta con técnicas de inmunodeteccion como el Western blot (Sethi et al.,
2015). Gracias a las virtudes de la protedbmica se puede extraer gran cantidad de

informacion que contribuya a la comprension de las condiciones psiquiatricas.
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Il. ANTECEDENTES
2.1. Proteinas alteradas en suicidio a nivel organico

El analisis del proteoma puede ayudar a identificar nuevas proteinas o modificaciones de
estas moléculas vinculadas al suicidio. Dado que el proteoma es dinamico, variable y
susceptible a alteraciones por cambios en los procesos intra y extracelulares, puede verse
mas afectado en comparacion al genoma que es mas estable. Esto quiere decir que, los genes
pueden determinar diferentes productos, por lo que el estudio de las proteinas puede ayudar
a comprender de mejor manera los procesos bioldgicos involucrados en trastornos
psiquiatricos, por lo que es necesario describir vias de sefializacion y transduccion, asi como
vias de interaccién que puedan afectar las proteinas y no Unicamente al ADN y ARN
(Revisado por Furczyk et al., 2013).

Los estudios post mortem en tejido de cerebro son pocos y mas enfocados a las
alteraciones en el genoma por lo que el proteoma no ha sido explorado lo suficiente. Estos
andlisis evaltan diferencias entre dos condiciones mediante la electroforesis en segunda
dimensién en geles de poliacrilamida y lograron identificar diferentes proteinas (Tabla 4)

que se han asociado a la neurobiologia del suicidio.

Tabla 4. Proteinas asociadas al suicidio en estudios del proteoma

Citoesquleto

Proteina Expresion Localizacion Referencia
Actina citoplasmatica 2 ! LCF Semancikova etal.,
2018

a-internexina 1 Amigdala, CPF  Kékesi et al., 2017
Neurofilamento de polipéptido ligero ) Amigdala, CPE Keékesi et al., 2017
68 KDa
Tubulina-a cadena 1B 1 Amigdala, CPF  Kékesi et al., 2017
Sefializacion
Proteina Expresion  Localizacion Referencia

. Semandikova et al.,
Anexina A5 ! LCF 2018
Adenil ciclasa-asociada a proteina 2 1 Amigdala, CPF  Kékesi et al., 2017

Proteina quinasa 3 activada por '
mitogenos (ERK1)

Proteina 14-3-3 theta 1 LCF

Amigdala, CPF  Kékesi et al., 2017

Semancikova et al.,
2018
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Metabolismo
Proteina

Apolipoproteina A-I

Apolipoproteina E

ATP sintetasa, transportador H+,
complejo F1 mitocondrial, polipéptido
gamma 1

Creatina quinasa tipo-B

Enoil-CoA hidratasa, mitocondrial

Transaminasa glutamico-oxalacética 1,
soluble (aspartato aminotransferasa 1)

Isocitrato deshidrogenasa 2 [NADP+],
mitocondrial

Piruvato deshidrogenasa (lipoamida) o 1

Procesamiento de proteinas
Proteina

Proteina o cristalina, cadena beta.

Proteina 4 de union-FK506, 59 KDa

Proteina de chogue térmico cognato
71KDa

Desarrollo

Proteina
Dihidrpirimidinasa

Proteina de union a selenio 1

Septina-3 neuronal-especifica

Proteina de tumor D52
Sinapsis, Neurona
Proteina

Proteina de unidn
A-l-apolipoproteina
Apolipoproteina L2
Sinapsina-1

Metabolismo ADN y ARN
Proteina

Ribonucleoproteina nuclear heterogénea
D-like
Prohibitina

Proteina de activacion transcripcional
Pur-a

Expresion
T
!

Expresion
Unicamente
en suicidio

)
Tl

Expresion

'
1
1
!
Expresion

'

1
]

Expresion
T

!
'

Localizacion
Amigdala, CPF

LCF

Amigdala, CPF

Amigdala, CPF
Amigdala, CPF

Amigdala, CPF

Amigdala, CPF
Amigdala, CPF

Localizacion

CPF

Amigdala, CPF

Amigdala, CPF

Localizacion

Amigdala, CPF
Amigdala, CPF
Amigdala, CPF
Amigdala, CPF

Localizacion
Amigdala, CPF

Amigdala, CPF
Amigdala, CPF

Localizacion

Amigdala, CPF
Amigdala, CPF
Amigdala, CPF

Referencia
Kékesi et al., 2017

Semandikova et al.,
2018

Kékesi et al., 2017

Kékesi et al., 2017
Kékesi et al., 2017

Kékesi et al., 2017

Kékesi et al., 2017

Kékesi et al., 2017

Referencia

Schlicht et al., 2007

Kékesi et al., 2017
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Sistema redox

Proteina Expresion Localizacion Referencia
Superoxido dismutasa Unlca_m)e_nte CPE Schlicht et al., 2007
de Mn en suicidio
Glutation S-transferasa Mu 3 (cerebro) ! Amigdala, CPF  Kékesi et al., 2017
. . Semandikovi et al.,
Peroxiredoxina 2 ! LCF 2018
Peroxiredoxina 6 ! Amigdala, CPF  Kékesi et al., 2017
Células gliales
Proteina Expresion  Localizacion Referencia
L . )
. et g 2 . Kékesi et al., 2017,
Proteina glial fibrilar &cida Unlca_lrr)e_nte Amigdala, CPF Schlicht et al., 2007
en suicidio
Fosfo proteina de astrocito ! LCF Semancikova etal.,

2018

Las proteinas se encuentran enlistadas conforme a los procesos bioldgicos en los que se involucran. La
expresion se indica con | cuando es baja, 1 cuando es alta. Los estudios se realizaron en la corteza
prefrontal (CPF), amigdala y en el liquido cefaloraquideo (LCF).

Kékesi y colaboradores (2012) analizaron el proteoma de la amigdala y la CPF de
individuos que consumaron el suicidio y encontraron proteinas como la
dihidropirimidinasa, la proteina glial fibrilar acida (GFAP), la glutamina sintetasa, la
proteina de choque térmico de 71 KDa, entre otras y de acuerdo con su escrito ya han sido
identificadas en otros trastornos psiquiatricos. Dichas proteinas se encuentran relacionadas
con procesos biolégicos como metabolismo, funciones estructurales, sistema REDOX,
citoesqueleto, sinapsis y protedlisis. Otro dato importante es que la proteina acida fibrilar
glial (GFAP), a-internexina (INA), el neurofilamento ligero (NEFL), el neurofilamento
mediano (NEFM) y la cadena al de tubulina (TUBA1), cambian tanto en la amigdala como
en la CPF. Por otro lado, GFAP, la actina citoplasmatica (ACTB) y la catepsina d (CTSD),
tienen cambios opuestos en ambas estructuras (elevado en amigdala y baja expresion en
CPF). Otras proteinas ligadas a este fenomeno son la a-cristalina (CRY AB), proteina que
pertenece a las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular y la superoxido
dismutasa (SODZ2), enzima antioxidante encargada de detoxificar a la célula de superdxido
(Schlicht et al., 2007). Un estudio méas reciente realizado por Pandey y colaboradores
(2016), se enfoco en analizar la expresion de la proteina y del gen codificante de SKA2,
debido a que la funcion de esta proteina se ha visto involucrada en el eje HHA y se ha

identificado como un factor neurobioldgico en depresion y suicidio. Los resultados indican

24



que la expresion es significativamente reducida en la CPF de victimas de suicidio en
comparacion con sujetos no suicidas y controles normales.

Un analisis de proteinas del LCR compara tres condiciones: muerte por suicidio,
muerte por otra causa y muestras control in vivo. Encontraron 20 proteinas alteradas de
manera significativa en la condicion suicida. Las proteinas identificadas fueron: la enolasa
1y 2 (ENO1yENOZ2, respectivamente), 14-3-3 ¢ (YWHAE), y 14-3-3 6 (YWHAQ), entre
otras (Semancikova et al., 2018).

Toda la informacion recopilada en esta seccion es un reflejo de que los estudios
enfocados en el proteoma de personas que tienen conductas relacionadas al suicidio
propician gran cantidad de informacion. En conjunto, estos datos pueden ser relacionados a

vias de sefalizacion y metabdlicas que tengan relacion con la neurobiologia del suicidio.
2.2. Vias de sefializacion y metabolicas relacionadas a la conducta suicida

Identificar las vias metabdlicas y de sefializacion alteradas en el comportamiento suicida
puede ayudar a comprender el desarrollo de este fendbmeno y proponer objetivos para el
posible tratamiento de la condicion. Algunas vias como la del metabolismo de aminoécidos,
metabolismo enérgico, estrés oxidante y lipidico, han sido relacionadas al TDM en modelos
animales como ratones, especificamente las vias de alanina, aspartato y glutamato, d-
glutmaina y d-glutamato, arginina y prolina, y metabolismo de nitrogeno (Wu et al., 2016).
Las proteinas identificadas por Semanc¢ikova y colaboradores (2018) vinculan alteraciones
en el metabolismo de la glucosa, especialmente en la utilizacién de glucosa y la respuesta al
estrés oxidante, junto con alteraciones en vias de sefializacion mediadas por proteinas 14-3-
3 a la neurobiologia del suicidio. Los datos concuerdan con el estudio realizado por Yang y
colaboradores (2016), han identificado proteinas ligadas al metabolismo energético como la
glucolisis/gluconeogénesis, el ciclo del &cido tricarboxilico y la fosforilacion oxidativa. Un
segundo analisis vincula al metabolismo de glicina, serina, treonina, y el metabolismo de
glutation. Otro estudio post mortem de las A46B, A44B, A45B y A47B de sujetos que
murieron por suicidio consumado, encontrd sobrerrepresentados factores implicados en el
control del ciclo celular, division celular, transcripcion y mielinizacion. Asimismo,
encontraron alteraciones en la expresién de genes implicados en la sintesis de ATP
(Klempan et al., 2009).

25



Las vias de coagulacion y de inflamacion se han asociado al intento suicida, un
ensayo compard el plasma de individuos que padecian TDM e intentaron suicidarse contra
pacientes con TDM sin intento suicida y controles sanos. Obtuvieron el perfil proteico de
las muestras e identificaron dos proteinas ligadas a la via de inflamacion y ocho a vias de
coagulacién, como la protrombina (Yang et al., 2016).

El sistema inflamatorio influye en la suicidalidad, debido a que se han encontrado
niveles altos de la interleucina-6 (IL-6) en sangre y en tejido cerebral (Black y Miller,
2015). IL-6 se encuentra a niveles significativamente altos en el LCR en personas que han
intentado el suicidio (Lindqvist et al., 2009). Ademas, algunos estudios han encontrado
niveles bajos de m-3 en individuos que intentaron y completaron el suicidio. Sin embargo,
la relacion entre la suicidalidad, el ®-3 y el sistema inflamatorio no es clara (Salloum,
2017). La glucogeno sintasa quinasa (GSK3) estd involucrada en los procesos de
inflamacion y comportamiento agresivo en modelos de roedores en los que se estudia el
TDM. Se ha propuesto que esta proteina responde al estrés y propicia la inflamacién
(Beurel y Jope, 2014). Se ha demostrado que la inflamacion induce el metabolismo del
triptofano mediante la via de quinurenina y que algunos metabolitos y enzimas implicadas
en esta via pueden influir en el comportamiento suicida (Bryleva y Brundin, 2017).

La via de la quinurenina esta involucrada en procesos de inflamacion y regulacion
de la neurotransmision de glutamato. Parte de su metabolismo es regulado por la enzima
(ACMSD), la cual limita la formacion del acido quindlico mediante la produccion
competitiva del &cido picolinico. La baja actividad de ACMSD puede provocar un aumento
en el &cido quinolinico. Se ha encontrado aumentado el &cido quinolinico y la prevalencia
de un polimorfismo de ACMSD en individuos con intento suicida, lo cual se vincula al
incremento en &cido quinolinico (Brundin et al., 2016). Los datos anteriores, son
consistentes en suicidio consumado, donde han encontrado incrementado el &cido
quinolico, por el contrario, el &cido quinurénico esta disminuido en el LCR (Bay-Richter et,
al., 2015).

Algunas vias de sefializacion involucradas en la suicidalidad son: la via de beta-
catenina/WNT, vias de sefializacion cAMP, y via de PKC/calcio. La via de sefializacion
WNT se involucra con procesos fisiologicos como cognicion, desarrollo cerebral y

supervivencia. La glucégeno sintasa quinasa (GSK)-3p y B-catetina son componentes
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importantes en via WNT y se han encontrado disminuidas en la CPF e hipocampo en
adolescentes que murieron por suicidio (Ren et al., 2013). La actividad de las proteinas
quinasa activadas por mitégenos (MAPK) 44 y 42 se encuentra significativamente reducida
en la CPF (AB 8, 9 10) y en hipocampo de individuos que murieron por suicidio y padecian
TDM, se asocia a bajos niveles de proteina y ARNm de ERK1 y 2 (Dwivedi, 2001). La baja
actividad de las proteinas PKA y PKC se han relacionado con el suicidio, especificamente
un bajo contenido de PKA-RIa, PKA y PKCa del AB10 de la CPF (Shelton, Manier y
Lewis, 2009). Ademas, sitios de union de PKA a AMPc se han visto reducidos en la CPF,
junto con la baja actividad de la PKA en ausencia y presencia de AMPc (Dwivedi et al.,
2002).

Son muchas las vias metabdlicas y de sefializacién que se han relacionado con el
suicidio a partir de los estudios de proteinas. Sin embargo, el propdsito del presente trabajo
es encontrar relaciones biologicas del suicidio con el consumo de alcohol y por los tanto se
hablara de los estudios del proteoma en personas que padezcan algun trastorno psiquiatrico

asociado al consumo de alcohol.

2.3. Proteinas modificadas por consumo de alcohol en tejido cerebral

Los estudios post mortem del proteoma del tejido cerebral pueden ayudar en diferentes
aspectos a la comprension del desarrollo y procesos bioldgicos afectados por el consumo de
alcohol mediante la identificacion de alteraciones en diferentes proteinas (Tabla 5). Se han
realizado multiples estudios en diferentes regiones del cerebro y han encontraron proteinas
con alta expresion como la peroxiredoxina-2, proteina de unién a acidos grasos, proteina
antioxidante 2, creatina quinasa (cadena B), proteina de choque térmico cognato 71,
piruvato quinasa, entre otras. Los resultados anteriores, concuerdan con otros trabajos
donde han identificado proteinas como, tropomiosina 2 (beta), varias proteinas 14-3-3,
enolasa v y a, a-tubulina, tirosina 3 monoxigenasa, y las proteinas de choque térmico 70 y
71, proteinas que se encontraban disminuidas en su expresion (Lewohl et al., 2004). Otros
estudios también se han enfocado en identificar proteinas del A9B, y encontraron
alteraciones en la a-internexina, la transcetolasa, la unidad beta de la ATP sintasa vacuolar,

la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, entre otras (Alexander-Kaufman et al., 2006).
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En un segundo ensayo realizado por el mismo grupo de investigadores en el A9B de
individuos que eran alcohdlicos, identifico a la unidad E1f de la piruvato deshidrogenasa,
la enzima succinilcoa:3-cetoacido-coenzima a transferasal, la antiquitina 1, las proteinas de
choque térmico 70 y 71, la ATPasa de transicion ER, la subunidad E de la ATP sintasa
vacuolar, la a-internexina, la cadena ligera de ferritina, entre otras (Alexander-Kaufman? et
al., 2007).

Tabla 5. Proteinas asociadas al abuso de alcohol en estudios del proteoma

Citoesqueleto

Proteina Exp. AA  Exp. AAC  Localizacion Ref.
Triplete L de neurofilamento X l CPF (B9) 1
Proteina glial fibrilar &cida X l Cerebelo 2
Sefializacion

Proteina Exp. AA  Exp. AAC  Localizacién
Dihidropirimidinasa-relacionada a proteina 2 1 1 CPF (B9) 1
Proteina fijadora a nucleétido de guanina, G(o) al 1 1 CPF (B9) 1
Piruvato quinasa, M2 isozima X l CPF (B9) 1
Succinilo-CoA:3-cetodcido-coenzima A

transferasa 1, mitocondrial [precursor] 1 ! CPF (B9) 1
3-0x04cido CoA transferasa 1 1 CPF (B9) 1
Proteina de choque térmico- relacionada a proteina

2 de 70 KDa f 1 CPF(B9) 1
Metabolismo

Proteina Exp. AA  Exp. AAC  Localizacion
Cadena de ATP sintetasa, mitocondrial (precursor) ! 1 Cerebelo 2
Fructosa-bisfosfato aldolasa C ! l Cerebelo 2
Proteina de

estrés-70, mitocondrial (precursor) X l Cerebelo 2
Piruvato deshidrogenasa (lipoamida) o 1 1 1 Cerebelo 2
DJ-1 ! l Cerebelo 2
Canal anionico dependiente de voltaje, proteina 1 ! ! CPF (B9) 1
ATPasa vacuolar, subunidad E ! l CPF (B9) 1
Factor de elongacion 2 1 Ausente  CPF (B9) 1
Factor de translacion elongacion EF-Tu (precursor) 1 1 CPF (B9) 1

Abreviaciones: Exp.AA: expresion de proteinas en abuso de alcohol, Exp.AAC: expresion de proteinas
en abuso de alcohol complicado. La expresion se indica con | cuando es baja, 1 cuando es alta, y con
una x cuando no hay cambios. Las estudiadas fueron el cerebelo y la corteza prefrontal (CPF).
Referencias: 1) Alexander-Kaufman!et al., 2007 y 2) Alexander-Kaufman?et al., 2007.
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La espectrina-BII, y la tubulina-a y B, disminuyen de manera significativa en el
A9B de alcoholicos. Asimismo, se observa el incremento significativo en la acetilacion de
la o-tubulina y un incremento significativo de la proteina isoaspartil metiltransferasa
(Endorzain et al., 2014). La transcetolasa y la unidad E1f de la piruvato deshidrogenasa se
han vinculado al consumo de alcohol mediante un estudio proteémico de la materia gris y
blanca de la CPF dorsolateral, los autores asocian esta falla a anormalidades en la cascada
dependiente de tiamina (Matsumoto, 2009).

Otra area estudiada a nivel proteémico es el cuerpo calloso. Especificamente en la
parte del esplenio, donde se ha realizado un estudio que compara controles vs dos
condiciones, la primera de consumo de alcohol complicado (alcohdlicos cirroticos) y la
segunda de consumo de alcohol no complicado (controles). En el grupo de consumo de
alcohol no complicado se encontraron 45 proteinas, 36 proteinas en el grupo de consumo
complicado de alcohol, y 14 proteinas que se encontraban en ambos grupos. De estas
proteinas el 44% tenian una expresion baja en ambos grupos. Se identificaron también
proteinas como la GFAP, la internexina, la profilina-2, la beta tubulina, la creatina cinasa
cadena beta, la ATP sintasa, la ferritina, la aldehido reductasa, la a-sinucleina, la glutation
peroxidasa entre otras (Kashem et al., 2007). El genu es otra parte del cuerpo calloso en la
que se han realizado estudios proteémicos y se han identificado proteinas como la GFAP, la
a-espectrina, la mitofilina, la tropomiosina, la aldehido reductasa, las proteinas 14-3-3, la
glutation-s-transferasa, la proteina de choque térmico, alcohol deshidrogenasa, entre otras
(Kashem, Harper y Matsumoto, 2008).

En el hipocampo identificaron proteinas como la superdxido dismutasa, la proteina
de unién a nucleotido de guanina, la glutamina sintasa, la creatina quinasa tipo S, entre
otras (Matsuda-Matsumoto et al., 2007). Las proteinas antes mencionadas son similares a
las identificadas en otro estudio, donde también encontraron isoformas de la proteina
dinamina-1. Las isoformas de dinamina se encontraban reducidas en la corteza occipital de
alcoholicos (Etheridge et al., 2009). En el cerebelo se han descrito proteinas como, la
ALDHI, la cadena a de la ATP sintetasa mitocondrial, la peroxiredoxina-6, la actina B y v,
entre otras (Alexander-Kaufman? et al., 2007).

La alcohol deshidrogenasa (ADH) y la aldehido deshidrogenasa (ALDH), son

proteinas implicadas en el metabolismo del etanol y se ha reportado que variantes de ellas
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pueden influir en conductas asociadas al consumo de alcohol. Una variante de la ALDH2
codifica a la enzima esencialmente inactiva, lo que resulta en la acumulacién de
acetaldehido. La ALDH2 mitocondrial es la enzima mas importante en la eliminacion de
acetaldehido y mantiene bajos los niveles de este compuesto (Edenberg, 2007).

Al igual que en los estudios enfocados al suicidio, las proteinas identificas en el
cerebro de personas que padecen trastornos relacionados al consumo de alcohol pueden
estar involucradas en vias metabdlicas y de sefializacion que estén directamente asociados

a la neurobiologia de trastornos por abuso de alcohol y alcoholismo.

2.4. Vias de sefializacién y metabdlicas afectadas por el alcohol

El consumo de bebidas alcohdlicas puede ocasionar alteraciones directas en el cerebro. Sin
embargo, no es claro el mecanismo de interaccion del etanol con las biomoléculas y
procesos bioldgicos en este 6rgano. Se ha demostrado que el cerebro es capaz de realizar la
oxidacion del etanol, el cual es metabolizado a acetaldehido por la enzima ADH vy este
posteriormente se metaboliza a acetato por la ALDH. Como se menciono, las variantes
genéticas de la ADH y ALDH influyen en el desarrollo del alcoholismo mediante la
acumulacion de acetaldehido provoca la rapida intoxicacion por el etanol en el caso de la
ADH, o bien, por oxidacion mas lenta del acetaldehido en el caso de las variantes menos
activas de la ALDH (Edenberg, 2007). Ademas, se ha comprobado que la catalasa y el
citocromo p-450 (CYP2EL) tienen la capacidad de oxidar el alcohol en acetaldehido en el
cerebro (Hipolito et al., 2007). Los metabolitos que se generan por la oxidacién del etanol
son toxicos, tal es el caso del acetaldehido y ésteres etilicos de &cidos grasos, que provocan
dafios en los lipidos, lo que interrumpe las funciones mitocondriales y propicia el dafio
neuronal (Zahr, Kaufman y Harper, 2011; Ali et al., 2013).

El consumo de alcohol incrementa la generacion de especies reactivas de oxigeno
como el éxido nitrico y productos de la peroxidacion de lipidos provocan dafios en el ADN
y muerte neuronal. Los niveles de BNDF disminuyen con el consumo de etanol y puede
afectar diferentes vias en el cerebro involucradas en la supervivencia, crecimiento y
diferenciacion celular, lo que ocasiona la muerte celular (Zahr, Kaufman y Harper, 2011).

Proteinas identificadas por Kashem (2007) y colaboradores son asociadas al estres
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oxidante, la peroxidacion de lipidos, y la apoptosis. Los procesos vinculados, concuerdan
con los propuestos por Matsuda-Matsumoto y colaboradores (2007).

Se ha demostrado que, en cerebro de ratones, que el consumo de alcohol disminuye
el metabolismo de glucosa e incrementa la oxidacion de acetato y que la oxidacion de
etanol por la astroglia y neuronas se incrementa. El acetato producido por la oxidacién del
etanol es consumido por el cerebro donde reemplaza al consumo de glucosa (Wang et al.,
2013). Los datos concuerdan con otros resultados obtenidos al estudiar los metabolitos de
la oxidacion de glucosa en ratas, donde se observa el bajo consumo de 13C-glucosa en el
cerebro, asi como la alta concentracion de malonil-CoA. Asimismo, se observo la delta G
baja de ATP en el cerebro de rata infundido con acetato (Pawlosky et al., 2010). La
reduccion del metabolismo de glucosa no sélo afecta al sistema GABAérgico, sino tambiéen
al consumo de acetato como energia alternativa. Mediante la tomografia por emision de
positrones se demostrd que el metabolismo de la glucosa disminuye en toda la corteza y el
encéfalo de humanos, principalmente en el cerebelo y corteza occipital. En contraste, el
consumo de acetato se ve incrementado principalmente en el cerebelo (Volkow et al.,
2013). También, se observaron diferencias en el metabolismo de la glucosa mediante
tomografia por emision de positrones entre el cerebro de hombres y mujeres intoxicados
por alcohol, encontrandose mayormente disminuido en el de los hombres (Wang et al.,
2003).

Los alcoholicos tienen alto riesgo de presentar deficiencia de tiamina, debido a que
el alcohol interfiere en la conversion de tiamina a su forma metabdlicamente activa llamada
tiamina pirofosfato (TPP). Cuando la cantidad de TPP se reduce interrumpe los siguientes
procesos: metabolismo de carbohidratos, metabolismo de lipidos, la produccién de ATP
mediante el ciclo de Krebs y la via de la pentosa fosfato, la produccion y mantenimiento de
la mielina, altera el metabolismo de los aminoacidos, e interrumpe la produccion de
neurotransmisores derivados de la glucosa (Zahr et al., 2011). Las proteinas alteradas
identificadas por Alexander-Kaufman, Wilce y Matsumotoson (2006) son enzimas
dependientes de tiamina, donde proponen que puede haber deficiencia de tiamina que
provoque estas alteraciones.

Los canales GIRK son un componente inhibitorio postsinaptico importante y

pueden ser activados por el etanol; se ha demostrado que el incremento de esta proteina en
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el cerebro medio reduce el consumo de alcohol en ratones (Herman et al., 2015). Ademas,
la actividad de estos canales esta involucrada con la via candnica de activacion de
proteinas, sin embargo, cuando son activados por etanol y colesterol se ha observado que
pueden funcionar en la ausencia de proteinas-G, pero requieren del fosfatidilinositol
difosfato (PIP2) para interactuar (Glaaser y Slesinger, 2017).

Ya se hablé por separado de las alteraciones de las proteinas documentadas en
distintas regiones del cerebro y el encéfalo de suicidas y personas con algin trastorno
relacionado al alcohol. No obstante, son pocos los estudios que han analizado estas dos
condiciones juntas. Por ello, se hablara de la relacion molecular que se ha reportado en esta

comorbilidad.

2.5. Relacion neurobioldgica del suicido con el consumo de alcohol

Con la finalidad de comprender el vinculo entre el suicido y los efectos del alcohol se han
realizado algunos estudios sobre los cambios moleculares que se manifiestan en ambos
comportamientos. Por ejemplo, se han reportado cambios en el sistema endocanabinoide de
individuos con alcoholismo y suicidalidad. Este sistema esta compuesto por receptores
cannabinoides (RC) y endocannabinoides, hasta ahora se han identificado dos tipos de
recetores el CB1 y el CB2, estos difieren en su distribucion en diferentes tejidos y la forma
en que trasnmiten sefiales y pertenecen a la familia de recetores acoplados a proteinas G. La
activacion de los receptores CB da lugar a la inhibicién de la adenilciclasa, e impide la
conversion de ATP a AMPc. El receptor CB1 se encuentra mayormente distribuido en el
SNC vy periférico, la activacion de estos da lugar a la inhibicion de liberacion de
neurotransmisores en terminales nerviosas. Esto quiere decir que los receptores CB1
protegen al sistema nervioso (SN) contra la sobre-activacion o la sobre-inhibicion
provocada por los neurotransmisores. Estos receptores son abundantes en regiones
responsables del movimiento (Ganglios basales y cerebelo), procesamiento de la memoria
(hipocampo y corteza) y de la modulacion del dolor (partes de la médula espinal). Los
ligandos end6genos de los RC son conocidos como endocannabinoides. En el cerebro

actian como neuromoduladores. Todos los endocannabinoides son derivados de &cidos
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grasos poliinsaturados, lo que los diferencia en estructura quimica de los fitocannabinoides
de la planta de cannabis (Grotenhermen, 2006).

Un estudio observo la alta densidad y actividad del receptor CB1 en la CPFDL de
suicidas alcohdlicos en comparacion con alcoholicos no suicidas. También encontraron
niveles altos de N-araquinodil, etanolamida y 2-araquinodilglicerol en la misma region
(Vinod et al., 2005). Los autores mencionan que altos niveles de los receptores CB1 se han
asociado con la impulsividad bajo los efectos de la marihuana y, por lo tanto, proponen que
en el caso de suicidas alcohdlicos los CB1 pueden propiciar un comportamiento impulsivo,
debido a que es caracteristico de alcohdlicos crénicos y suicidas con depresion.

Otro ensayo post mortem evalla mediante experimentos de autoradiografia
cuantitativa la CPF al comparar casos de suicidio con alcoholismo y sin alcoholismo,
alcohdlicos que murieron por otra causa y controles que no eran alcohélicos y no murieron
por suicidio. El estudio demuestra que la union de serotonina a los receptores 5-HT1A
disminuye en alcoholicos con suicidio consumado y en alcohdélicos que murieron por otra
causa, concluyen que esta alteracion del receptor es caracteristico del consumo de alcohol,
debido a que no se encontraron anormalidades en las muestras de suicidio. Ademas, la
unién al receptor aumenta en la CPF ventral de los suicidas sin alcoholismo, esto puede ser
ocasionado por la baja concentracion de serotonina. También realizaron un ensayo en el
que evaluaron la actividad del receptor 5-HT de la CPFventral de suicidas alcoholicos en
respuesta a la baja transmision de serotonina, observaron que el receptor no mitiga el
impacto que ocasiona la baja concentracion de serotonina en la transduccion de sefiales y
que por lo tanto esta falla puede estar relacionada directamente con el suicidio. Ademas,
encuentran que la unién al transportador de serotonina es baja en suicidas alcohdlicos, pero
no en alcohdlicos no suicidas. (Underwood, Mann y Arango, 2004).

Asimismo, se han detectado cambios en la densidad de células gliales de suicidas
alcohdlicos. Las células gliales son un grupo heterogéneo celular que se encuentran en el
NS, tienen funciones indispensables relacionadas con el neurodesarrollo y con el
funcionamiento del SN como la supervivencia, formacion sinaptica, mielinizacion,
homeostasis de la regulacion de neurotransmisores y concentraciones del ion potasio. Se
pueden encontrar diferentes tipos de células gliales, astrocitos (la mas abundante),

oligodendrocitos, células ependimarias, celulas de Schwann y la microglia.
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Las alteraciones en la poblacién de células gliales incrementan en un 38% en el
A24B en suicidas alcoholicos en comparacion con suicidas no dependientes. Los autores
mencionan que estos cambios pueden estar mayormente ligados al consumo de alcohol
debido a que también analizaron las poblaciones de astrocitos provenientes de sujetos que
murieron por suicidio y que tenian TDM y no encontraron alguna diferencia (Hercher et al.,
2009).

Es evidente que son pocos los estudios que intenta relacionar a nivel neubiolégico el
consumo de alcohol con el suicidio consumado. Ademas, de los estudios mencionados no
se encontro alguno con enfoque en el proteoma. Al ser un campo poco investigado, el
presente trabajo analiza la comorbilidad del uso de alcohol con el suicidio a nivel bildgico,
debido a que el estudio de este podria proporcionar informacion para identificar el riesgo

que hay en las personas propensas al suicidio cuando consumen bebidas alcohélicas.
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I11. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen diferencias en el perfil de proteinas de la corteza prefrontal dorsolateral de
suicidas que presentan toxicologia positiva al alcohol en el momento de la muerte en
comparacion con personas que murieron por causas diferentes al suicidio y personas que

murieron por suicidio y presentaban toxicologia negativa al alcohol

IV. HIPOTESIS

Los casos de suicidio consumado que presentan toxicologia positiva al alcohol en el
momento de la muerte presentaran diferencias en el proteoma de la corteza prefrontal
dorsolateral al compararlos con los suicidas que no presentaron intoxicacion con alcohol al

momento de morir.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

e Analizar diferencias en la expresion del perfil protedmico de la corteza prefrontal
dorsolateral del cerebro de suicidas con toxicologia positiva al alcohol en

comparacion con controles y casos de suicidio con toxicologia negativa.

5.2. Objetivos particulares

e Proponer posibles biomarcadores
e ldentificar vias de sefializacién y metabolicas que estén alteradas en los casos de

suicidio con toxicologia positiva al alcohol
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VI. JUSTIFICACION

El estudio del suicido es de suma importancia debido a que es un problema de salud publica
a nivel mundial. El suicidio no es una muerte comun, a pesar de ser un fenémeno que ha
estado presente a lo largo de la historia humana, y tiene gran impacto social porque este
tipo de muerte deja secuelas como el sufrimiento en los familiares y amigos. Lo que
conlleva al aumento del riesgo de sufrir trastornos de ansiedad y depresion, por parte de las
personas afectadas. Los individuos que sufren la muerte tienden a generar la
estigmatizacion del fendmeno, y desarrollan sentimientos de culpa, muy pocos deseos de
hablar sobre la muerte y fuertes cuestionamientos en relacion con lo que se pudo o se debio
hacer (Garciandia, 2013). En resumen, los efectos de la muerte por suicidio a nivel social
pueden derivar en el desarrollo de sentimientos de culpa y malestar, incluso la
manifestacion de algun trastorno psiquiatrico que ponga en riesgo la estabilidad fisica y
emocional de las personas afectadas.

Borges y colaboradores (2010) mencionan que la tasa de suicidio ha aumentado en
México y sugieren se necesita trabajar mucho para mejorar la atencion clinica que se ofrece
a personas que tienen conductas suicidas. Ademas, mencionan que es necesario el control
de sustancias, como el alcohol. El alcohol puede incrementar el riesgo a desarrollar
conducta suicida en personas alcohdlicas y no alcoholicas. Los casos de suicidio con
intoxicacion por alcohol son de aproximadamente el 50%. Asimismo, el abuso de alcohol
se ha utilizado como predictor de la suicidalidad (Wilcox, 2004). El intento suicida en
individuos con abuso de alcohol es mas habitual en paises en desarrollo como México. Por
su parte, un estudio ha revelado que personas que tienen un trastorno relacionado al alcohol
e intentan suicidarse en su mayoria son hombres (Vijayakumara, Kumar y Vijayakumara,
2011). Los intentos suicidas impulsivos son m&s comunes en pacientes con abuso de
alcohol, dado que el estar intoxicado por etanol puede precipitar los comportamientos
suicidas mediante la induccion de conductas negativas y la baja habilidad para resolver
problemas (Brady, 2006). El alcohol afecta principalmente la ideacion suicida e intentos no
planeados, por lo que la intoxicacion por alcohol tiene més influencia en la suicidalidad que

el abuso cronico (Borges, Walters y Kessler, 2000).
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No se cuenta con modelos animales establecidos para el estudio del suicidio. Por
esta razon los investigadores se han enfocado en los analisis post mortem del tejido cerebral
de humanos. La mayoria de las investigaciones realizadas en tejido de cerebro son analisis
de la expresion génica; sin embargo, los estudios en proteinas son escasos. La ventaja de
utilizar técnicas de protedmica es propician informacion de las proteinas que los andlisis
gendmicos no pueden ofrecer, como el caso de las MPT e isoformas derivadas del splicing.
Otra virtud de estos andlisis de proteinas es que a partir de la muestra se puede analizar
gran cantidad de proteinas (hasta mas de mil) de manera simultanea. Asimismo, los
estudios post mortem del proteoma en el cerebro humano es que reflejan los cambios
patoldgicos que sufren las proteinas mientras el individuo se encontraba con vida
(Robinson et al., 2009). Por otro lado, esta técnica tiene relevancia clinica porque se utiliza
para identificar posibles biomarcadores del padecimiento de interés (Tambor et al., 2010).

El presente trabajo intenta demostrar la relacion biologica entre el consumo de
alcohol y el suicidio porque, como ya se menciond, la intoxicacion por alcohol es
considerado un factor de riego proximal y por lo tanto puede propiciar el desarrollo de las
conductas suicidas. Asimismo, hay recordar que los factores de riesgo proximales producen
alteraciones bioldgicas en personas que tienen conducta suicida. No obstante, son pocos los
analisis moleculares que intentan explicar la relacion neurobioldgica entre el consumo de
alcohol y el suicidio consumado, por lo tanto, las alteraciones biologicas en torno a esta
comorbilidad no son del todo conocidas. Dado lo anterior, es necesario obtener mas
informacion sobre los mecanismos bioldgicos alterados por el alcohol en el
comportamiento suicida.

El presente trabajo analiza el perfil protebmico de la CPFDL de individuos que
consumaron el suicidio y pretende encontrar las proteinas diferencialmente expresadas al
comparar con un grupo control (CTR) y un grupo de suicidio con toxicologia positiva al
alcohol (SuiTOX+) y las diferencias al comparar un grupo de suicidio con toxicologia
negativa al alcohol (SuiTOX-) vs SuiTOX+. Las proteinas identificadas pueden ser
utilizadas para proponer nuevos biomarcadores implicados en el desarrollo de la

suicidalidad.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Muestra

La muestra fue obtenida y caracterizada gracias al trabajo de siete personas entre la que se

encuentran psicdlogos bidlogos, médicos psiquiatras y médicos patologos.

7.1.1. Obtencion de la muestra

El muestreo no fue aleatorio y se realizd a conveniencia. Las muestras utilizadas se
obtuvieron a través del instituto de Ciencias Forenses (INCIFO). La diseccion del A9B se
realiz6 con base en mapas neuroanatdbmicos. Se utilizaron como referencias
neuroanatémicas la segunda circunvolucion prefrontal y el giro precentral, y se extrajeron 5

cm? de tejido cerebral. Los cortes fueron almacenados y congelados a -80 ° C.
7.1.2. Caracterizacion de la muestra

La informacion sociodemografica y clinica de los individuos, asi como un probable
padecimiento psiquiatrico se encuentra documentado en los expedientes médicos legales
forenses. Estos contienen la declaracion de la policia auxiliar, de testigos y familiares.
También, se incluyen los dictimenes de los peritos, de los criminalistas de campo, del
fotografo, de balistica, del departamento de genética, del departamento de toxicologia y del
departamento de patologia. Finalmente, estos expedientes también se conforman del acta
médica realizada por el médico legista, el protocolo de necropsia, el certificado de
defuncion y las historias médicas hospitalarias en el caso de que el individuo haya sido

atendido a consecuencia del acto suicida.
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7.1.3. Criterios de inclusion y exclusion

En la Tabla 6 se resumen los criterios que se tomaron en cuenta para el presente trabajo.

Tabla 6. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion y exclusién

Variable Grupo suicidio tox+  Grupo suicidio tox- Grupo control
Causa de muerte Suicidio Diferente a suicidio
Examen Toxicoldgico Sélo positivo a EtHO Negativo a cualquier sustancia

IT™M No maés de 48hrs

Sexo Indistinto

Edad 15 a 45 afios

Ciudad de origen Ciudad de México

ITM: intervalo de toma de muestra.

7.1.4. Muestra utilizada

Se utilizo el tejido proveniente de la corteza prefrontal dorsolateral, especificamente el
A9B, de individuos que consumaron el suicidio con toxicologia negativa y positiva al
alcohol como casos y se obtuvo el tejido de personas que murieron por otras causas como
controles. El ensayo se realiz6 con 13 muestras (Tabla 7), cinco controles y ocho casos de
suicidio, de los cuales cinco tienen toxicologia positiva al alcohol y tres con toxicologia

negativa al alcohol.
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Tabla 7. Listado de muestras utilizadas

Casos de suicidio (SUI)
Probable trastorno padecido de acuerdo con

No. Sexo Edad Toxicologia al etanol el DSM-5
1 F 29 Negativo F32.9 Episodio Depresivo sin especificacion

. Consumo de alcohol leve 305.00/ Consumo de
2 M 16 Negativo tabaco leve 305.1
3 M 35 Negativo Depresion mayor grave, episodio Unico 296.23.
4 M 45 Positivo 272mg/100ml  Depresion mayor grave, episodio Unico 296.23.
5 M 31 Positivo 388mg/100ml  Depresion mayor 296.23/ Consumo de cocaina
6 M 29 Positivo 256mg/100ml  Consumo de alcohol grave 303.9

Depresion mayor grave, episodio Unico 296.23.
7 M 39 Positivo 390mg/100ml  Consumo de alcohol leve 305.00.
Consumo de tabaco leve 305.1

Depresion mayor sin especificacion 296.20.

8 M 26 Positivo 100mg/100m! Consumo de alcohol leve 305.00
Controles (CTR)

No. M Edad Toxicologia al etanol Probable trastorno padecido de acuerdo con

el DSM-5

9 M 24 Negativo Consumo de alcohol Consumo de tabaco
Trastorno por consumo de tabaco, trastorno por

10 M 28 Negativo consumo de alcohol, trastorno por consumo de
cannabis

11 M 30 Negativo Ninguno

12 M 33 Negativo No se integra

13 M 26 Negativo Sin info. suficiente.

Se muestra el sexo, la edad, y el resultado del analisis toxicolégico al momento de la autopsia.
Asimismo, se presenta el resultado de la autopsia psicoldgica del probable trastorno que pusieron
padecer de acuerdo con el DSM-5.

7.1.5. Consideraciones éticas
Las muestras utilizadas para el presente estudio fueron aprobadas por el comité de bioética

de investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genomica con el no. de dictamen: CEI
2016/33
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7.2. TECNICAS

7.2.1. Extraccion de la proteina de cerebro

Para obtener las proteinas del tejido cerebral se utilizo el amortiguador DIGE (Urea 8M,
Tiourea 7 M, Tris/HCI 50 mM, CHAPS 4 % pH 8.0) en proporcion de 1/3 (peso
(9)/volumen(mL)); después de agregar el amortiguador a la muestra se homogeneizo con
ayuda de un pistilo de teflon y se sonicdé con amplitud de 60 Hz durante 15 segundos en
intervalos de un minuto, con la finalidad de deshacer la mayor parte del tejido. Todo el
proceso mencionado fue realizado en frio para evitar la degradacion de la proteina. Ya
sonicada la muestra, se centrifugd durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C para quitar los
residuos celulares. Al terminar la centrifugacion, se tomaron 300 pL de muestra y a esta
alicuota se le agregaron 900 pL de metanol y 300 pL de diclorometano para centrifugar la
muestra posteriormente a 15000 rpm durante 15 min (este paso es con la finalidad de
eliminar principalmente los lipidos que hay en la muestra). Al terminar se deseché el
sobrenadante. A la interfase (capa de proteinas) se le afiadieron 900 pl de metanol y se
mezcl6 en el agitador, esto para entonces centrifugar a la misma velocidad y al mismo
tiempo del paso anterior. Cuando la centrifugacién terminé se desecho el sobrenadante y se
dejo secar el sedimento al vacio, una vez seco se resuspendié en el amortiguador TRIS/HCI

50 mM pH 7.4 o DIGE hasta que el sedimento se solubilizé completamente.

7.2.2. Cuantificacion de la proteina de extractos de cerebro

Para determinar la cantidad de proteina que contiene cada muestra, se realizd la
cuantificacion mediante el método de Lowry, modificado por Peterson (1977). En esta
técnica se obtiene la curva patrén a partir de BSA y se utilizan concentraciones de 10 a 100
Hg, los valores de la curva estan dados por la absorbancia del complejo colorido el cual se
lee en el espectrofotometro a 750 nm. El calculo para la cuantificacion esta dado por la
utilizacion de los valores de la ecuacion de la recta de la relacion entre la absorbancia y la

cantidad de BSA estandar agregada en cada punto de la curva. Se calcula la concentracion
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de proteina con base en los miligramos obtenidos del calculo anterior divididos entre los

mililitros del extracto de proteinas obtenidos.

7.2.3. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para verificar la

integridad de las proteinas del extracto de cerebro

Con la finalidad de observar la integridad de la proteina por cada muestra, se realizé la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes en gel de poliacrilamida al 12 % (B10-Rad
TGX stain-free™ acrylamide kit) se carga 20 pg de proteina en cada uno de los pozos junto
con el amortiguador de carga (glicerol 7.5%, TRIS 5 M, SDS 10 %, R-mercaptoetanol 5%,
y azul de bromofenol 0.002%). Para ayudar en la identificacion se colocé el marcador de
peso molecular Kaleidoscope de BIO-Rad. La electroforesis se inicié en 30 V hasta que el
frente de corrida pasara del gel concentrador al gel separador, ya en el gel separador se
aumentd el voltaje 15 V cada 15 min hasta alcanzar 150 V, todo se realizé bajo condiciones
desnaturalizantes con amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS 1x. Al finalizar el
procedimiento se tifid el gel con azul de coomassie R-350 (phastGel™ Blue R, de GE
Healthcare) en solucion al 0.01 % mezclada con metanol, acido acético y agua destilada en

porcion 3:1:6 respectivamente.
7.2.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS en doble dimension

Los geles en dos dimensiones se utilizan para separar las mezclas de proteinas con base en
dos propiedades fisicoquimicas, en este caso son el punto isoeléctrico y masa molecular. De
esta manera se pueden estudiar con mas detalle las proteinas que se encuentran en la
muestra. Primero se realiz6 el isoelectroenfoque y posteriormente la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (con detergente SDS) para separar las proteinas en gel de
poliacrilamida. Para observar las proteinas se tifie el gel con Coomassie-blue y Sypro-Ruby
de ThermoFisher scientific. El procedimiento desde el isoelectroenfoque (IEF) hasta la

electroforesis en condiciones desnaturalizantes se describe en las siguientes secciones.
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7.2.4.1. Isoelectroenfoque

El primer proceso consiste en separar las proteinas a partir de la carga eléctrica de las
moléculas, estas se detendran hasta que las proteinas alcancen el pH equivalente a su punto
isoeléctrico. Se utilizaron 100 pg de proteina por cada muestra y se realizo el
isoelectroenfoque en un total de 15 tiras con gradientes de inmovilizacion de pH. Se
utilizaron las Immobiline DryStrips de 7 cm y rango de pH de 4-7 y se corrieron en el
sistema Ettan IPGphor 3 de GE healthcare. En este procedimiento las proteinas se separan
por su punto isoeléctrico.

Se procedio a rehidratar las tiras en 125 pL de solucion de rehidratacion (Urea 8 M,
CHAPS 4 %, amortiguador IPG 2% (Amersham Biosciences) y ditiotreitol 40 mM y 100
ug de proteina) durante 10 hrs a temperatura ambiente, y previamente se les administrd
aceite mineral para evitar la evaporacion del amortiguador. El isoelectroenfoque se realizo

en seis pasos, durante 4 hrs, con un voltaje/hora total de 7100, a 20 °C (Tabla 8)

Tabla 8. Condiciones del isoelectroenfoque

Paso Voltaje (V) Voltaje/Hora

(V/h)
1 100 100
2 300 200
3 1000 300
4 5000 4500
5 5000 2000

Pasos y condiciones utilizadas para la realizacion el isoelectroenfoque.

7.2.4.2. Electroforesis de segunda dimension (SDS-PAGE) en condiciones

desnaturalizantes

Terminado el isoelectroenfoque se procedié a realizar la electroforesis en segunda
dimension en geles de poliacrilamida de 7 cm, 1 mm de grosor, y 12 % de acrilamida. En
este procedimiento las proteinas se separan por el peso molecular. Inicialmente las tiras se

equilibraron con dos amortiguadores de equilibrio (TRIS-HCL 50 mM, urea 6 M, Glicerol
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30 %, SDS2 %, azul de bromofenol 0.002 %, en ambos amortiguadores). Las tiras se
colocaron en tubos individuales y se afiadieron 10 ml del amortiguador de equilibrio 1, el
cual contiene DTT. Posteriormente se decanté el amortiguador |y se agrego el Il el cual
contiene la iodoacetamida. Cada paso se realizé durante 15 minutos en agitacion constante.

Posteriormente, cada gel fue cargado con la tira de isoelectroenfoque que
inicialmente se habia cargado con 100 pg de proteina, los cuales fueron corridos a 60 V
durante 20 min y después de este intervalo se continué a 120 V hasta el final de la corrida.
Todo se realiz6 bajo condiciones desnaturalizantes con amortiguador de corrida Tris-
Glicina-SDS 1X. Este proceso se realizé por duplicado en algunas muestras.

Finalmente, los geles fueron tefiidos con el colorante Sypro Ruby de ThermoFisher
scientific de acuerdo con el protocolo del fabricante. Esta tincién proporciona al gel una
tincion fluorescente de alta sensibilidad. Por ultimo, los geles se escanearon en el

fotodocumentador Universal Hood 111 de BIO-Rad, a una longitud de onda de 300 nm.
7.2.5. Analisis de las imagenes en el software PD-Quest

Para realizar el analisis del perfil de proteinas obtenido a partir de la electroforesis en
segunda dimension se utilizo el software Ilamado PD-Quest version 8.0.1 de Bio-Rad, el
cual permitié comparar la densidad de las manchas que representan las proteinas entre los
tres grupos: controles (CTR), suicidio con toxicologia negativa (SuiTOX-) y suicidio con
toxicologia positiva (SuiTOX+). Este software permite elegir ciertos pardmetros para la
mejor seleccion de la mancha y asi evitar elegir las que hayan sido resultado de errores
técnicos, ademas, proporciona la vision tridimensional de las proteinas. PD-Quest ayuda a
obtener el total de manchas obtenidas en cada gel para posteriormente realizar las
comparaciones pertinentes que permitan identificar diferencias entre los grupos de
imagenes seleccionadas. Finalmente se obtuvo la densidad de cada mancha del gel para asi
poder realizar los analisis estadisticos pertinentes. Los datos obtenidos fueron normalizados
con el mismo software.

El funcionamiento del software se basa en un empalme de las imagenes de los geles
en segunda dimension, e identifica las proteinas que se encuentran presentes en todos los

geles y las que éstos tienen en comun. Una vez que las proteinas son localizadas, el
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software ofrece un valor numérico de la densidad de las manchas que representan a las

proteinas, y se utiliza para realizar los diferentes analisis que sean necesarios.

7.2.6. Analisis estadisticos

A partir de los datos obtenidos por el software PD-Quest se realizaron pruebas estadisticas

con el software libre Metaboanalyst (http://www.metaboanalyst.ca) (version 4.0,

actualizado y mantenido por Xia Lab, Universidad de McGill, Canada) para calcular la
razon de cambio (fold change) a partir de las densidades que se obtuvieron con el software
PD-Quest, en este caso la razon de cambio fue utilizada para determinar las proteinas
diferencialmente expresadas entre las distintas comparaciones. La razén de cambio se
obtiene al dividir la densidad de la mancha caso sobre control, al resultado obtenido se le

saca el logaritmo base 10.

7.2.6.1. Analisis discriminante de minimos cuadrados PLS-DA

Con la finalidad de observar la separacion entre el grupo CTR, SuiTOX- y SuiTOX+ se
realizd un PLS-DA. Este andlisis es una herramienta de reduccion de dimensionalidad
multivariable, que ha sido recomendada para el analisis de datos «dmicos». Los datos
obtenidos en este tipo de analisis se caracterizan por un gran volumen, gran cantidad de
funciones, ruido y datos faltantes. Este conjunto de datos también suele tener menos
muestras que caracteristicas. EI PLS-DA puede considerarse como una version supervisada
del analisis de componentes principales reduciendo la dimensionalidad, pero con plena
consciencia de las etiquetas de clase. También puede utilizarse para la seleccion de
caracteristicas, asi como para la clasificacion de las muestras (Ruiz-Pérez y Narasimhan,
2017).

7.2.6.2. Diagrama de volcan

Un diagrama de volcan es un tipo de grafico de dispersion que se aplica para buscar

rdpidamente cambios en grandes conjuntos de datos compuestos de datos replicados, como
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es el caso del presente estudio. Esta herramienta se utiliza cada vez méas en experimentos
dmicos como gendmica, transcriptomica, protedbmica y metabolémica, en los que se suele
tener una larga lista de multiples datos replicados entre dos condiciones distintas y se
pretende identificar rapidamente los cambios mas significativos. Un diagrama de volcén
combina la medida de significacion estadistica de pruebas estadisticas (por ejemplo, un
valor de p de un ANOVA) con la razén de cambio, lo que permite la rpida determinacion
visual de estos datos que representan cambios de gran magnitud que también son
estadisticamente significativos.

En el diagrama de volcan el eje y representa el logaritmo negativo del valor p
(generalmente base 10). Esto da como resultado puntos altamente significativos con valores
de p bajos que aparecen hacia la parte superior de la gréafica. La razon de cambio o FC entre
las dos condiciones se representa en el eje x. EI FC se adopta para que los cambios en
ambas direcciones se vuelvan equidistantes del centro. De este modo, los puntos de trazado
forman dos regiones de interés en el grafico: los puntos que se encuentran hacia la parte
superior del grafico que se encuentran demasiado a la izquierda o al lado derecho. Estos
representan valores que muestran grandes cambios de pliegues de magnitud, asi como alta
significacion estadistica.

Con esta herramienta se realizaron dos comparaciones, la primera de CTR vs
SuiTOX+ y la segunda entre SuiTOX- vs SuiTOX+. La comparacion entre SuiTOX- vs
SuiTOX+, donde se utiliza el primer grupo como control. Se realiza para identificar las
alteraciones bioguimicas en el cerebro de suicidas con toxicologia positiva a alcohol con

mayor especificidad.

7.2.7. ldentificacion por espectrometria de masas de las proteinas diferencialmente

expresadas entre los grupos

Con la finalidad de identificar las proteinas diferencialmente expresadas, se realizé la
espectrometria de masas. Para ello, las manchas de proteina fueron cortadas manualmente
del gel y destefiidos con ACN: NH4sHCOs 50 mM (50/50 v/v). Posteriormente se llevo a
cabo la digestién proteica durante 18 horas a 37 ° C con tripsina grado masas (Promega

V528A). Se extrajeron los péeptidos obtenidos de la digestién (ACN:H20: &cido férmico
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50:45:5 v/v), se disminuyd el volumen de la muestra en un concentrador (eppendorf 5301)
y se desaldé la muestra con la columna C18 (ZipTipC18). La muestra se colocd por
sextuplicado en la placa y se utilizd6 como matriz el acido a-ciano 4 hidroxicinamico, y se
analizaron en el MALDI TOF/TOF 4800. Los espectros (MS/MS) obtenidos fueron
utilizados para la identificacion en base de datos de las proteinas con base en los péptidos
obtenidos con el algoritmo de buasqueda Paragon del software ProteinPilot, con el

porcentaje de confianza del 66 %.

7.2.8. Andlisis de interaccién proteina-proteina

Con el software libre STRING version 10.5, de ELIXIR (consorcio europeo) (http://string-
db.org), se construyo la via de interaccion proteina-proteina. STRING es una base de datos
de interacciones proteina-proteina conocidas y predichas. Las interacciones incluyen
asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales); provienen de la prediccion
computacional, de la transferencia de conocimiento entre organismos y de las interacciones
agregadas de otras bases de datos (primarias). Las fuentes de los datos son derivadas de 5
fuentes principales: predicciones y contexto gendmico, experimentos de alto rendimiento,
coexpresion conservada, mineria de texto automatizada, y conocimiento previo en bases de
datos.

Cada interaccion proteina-proteina se anota con uno 0 mas «puntajes». Estas
puntuaciones no indican la fuerza o la especificidad de la interaccion. En cambio, son
indicadores de confianza, es decir, la probabilidad de que STRING juzgue que la

interaccion es verdadera, dada la evidencia disponible.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. Proteinas totales extraidas de la CPF dorsolateral

En la Tabla 9 se observa la cantidad total de las proteinas extraidas (ug) de algunas
muestras representativas. Se obtuvo un total de 3-7 ug, este valor depende de la cantidad de
tejido utilizado, pues no se contaba con la misma porcion de tejido en todas las muestras

iniciales.

Tabla 9. Proteinas totales extraidas de muestras representativas del la CPFDL

Promedio Proteina total

MUestra ugiul)  (ug)

Caso 1 7.988 7,988.39
Caso 3 7.872 7,872.30
Control 1 7.407 7,407.96
Control 2 5.865 5,865.67
Control 4 3.991 3,991.70

8.2. Integridad de las proteinas extraidas de la CPF dorsolateral

La Figura 9 es el resultado de la electroforesis monodimensional de algunas muestras
representativas, en la que se puede apreciar un bandeo que representa las proteinas que se
encontraban en la CPF dorsolateral de las muestras. No obstante, el patron de bandeo
obtenido en esta separacion no es especifico y las bandas representan grupos de proteinas
que tienen masa molecular similar.

El patrén de bandeo observado por la tincién con azul de coomassie, nos indica la
integridad de las proteinas, esto quiere decir que nos permite observar si la muestra se
encuentra en condiciones optimas, o bien se ha empezado a degradar. En caso de que la
muestra se encontrase degradada no se podria notar las bandas en los carriles y se
contemplaria una mancha a lo largo del carril donde se corrié la muestra. En este caso, las
proteinas se encuentran en condiciones éptimas para su procesamiento y para realizar los

analisis pertinentes para el presente estudio.
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Figura 9. SDS PAGE representativo de extracto proteico de la CPFDL. Gel de poliacrilamida al
12%. El marcador de masa molecular (Kaleidoscope de BIO-Rad) se encuentra en el primer carril. En
los siguientes carriles se encuentran 20 pg la proteina de la CPF dorsolateral de controles (CTR3, CTR5,
CTR1 y CTR4), casos de suicidio con toxicologia positiva (SUI8+,SUI9+,SUI7+ y SUI3+), y casos con
toxicologia negativa (SUI2-).

8.3. Perfil de proteinas obtenido por la electroforesis en segunda dimensién

Como resultado de la electroforesis en segunda dimension se obtienen las imagenes
mostradas en la Figura 10, estas son geles representativos de los grupos: CTR, SuiTOX-, y
SuiTOX+. Todas las imagenes obtenidas de la electroforesis de las proteinas de la CPF
dorsolateral se encuentran recopiladas en el Apéndice.

Aungue la separacion de las proteinas por la electroforesis bidimensional es mas
especifica que la electroforesis monodimensional puede que las manchas representen una o
mas proteinas, debido a que pueden tener un punto isoeléctrico y masa molecular similares.

Las proteinas se pueden observar gracias a la tincién con SyproRuby, esta tincion
puede identificar 1-2 ng de proteina, esto quiere decir que este tipo de tincion es de alta
sensibilidad. Ademas, las imagenes que se presentan en la Figura 10 y el Apéndice

presentan un perfil protedmico muy similar entre si.
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Figura 10. Geles representativos de electroforesis bidimensional de proteinas de la CPF
dorsolateral. Geles de poliacrilamida cargados con 100 ug de proteina. Se muestran las proteinas en un
rango de pH 4-7. A) Perfil de proteinas de controles (CTR). B) Perfil de proteinas de suicidio con
toxicologia positiva (SUI TOX+). C)Perfil de proteinas de casos de suicidio con toxicologia negativa
(SUI TOX-).
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8.4. Proteinas identificadas en el software PD-Quest

Con ayuda del software PD-Quest se identifico un total de 120 proteinas, de las cuales
Unicamente 94 se encontraban presentes en los geles de los CTR, SuiTOX- y SuiTOX+. De
esas 94 proteinas se obtuvo un valor que representa la densidad en pixles de las proteinas y

esos datos se utilizaron para realizar los analisis estadisticos.

8.5. Andlisis estadisticos

Con la finalidad de observar la correlacion entre los grupos, se realizd6 un PLS-DA en
Metaboanalyst. La Figura 11 contiene la grafica que se realizé con los datos de la densidad
de pixeles obtenidos por el software PD-Quest. Cada punto de la gréfica representa una
imagen de los geles que se obtuvieron a partir de la electroforesis bidimensional. Cada

color representa a los grupos, el rojo el CTR, el verde SuiTOX-, y el azul SuiTOX+.
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Figura 11. Gréfico del analisis discriminante de minimos cuadrados (PLS-DA). Se muestra la
correlacion entre las muestras utilizadas.
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Este grafico de puntuaciones indica la separacién que hay entre los tres grupos
analizados, con base en el valor de la densidad de pixeles de las proteinas de cada imagen.
Se aprecia que no hay gran separacion entre grupos, principalmente entre el grupo CTR y el
de SuiTOX-, sin embargo, hay mayor separacion entre el grupo CTR y el de SuiTOX+. Lo
anterior puede indicar que no se encontrardn demasiadas diferencias al realizar
comparaciones con el grupo de SuiTOX- con los otros grupos. Finalmente, este analisis
sugiere que posiblemente hay un mayor nimero de proteinas diferencialmente expresadas
en la CPF dorsolateral de los individuos que consumaron el suicido y consumieron alcohol
al momento del suicidio.

El diagrama del volcan (Figura 12) representa la densidad de pixeles de las 94
proteinas identificadas con el software PD-Quest y se elabor6 con el software
Metaboanalyst, el cual ilustra 11 proteinas (Tabla 10) significativamente diferentes en su
expresion. El -log10 (valor de P corregido por Benjamini-Hochberg) se representa frente al
log2 (razén de cambio: CTR / SuiTOX+). Las lineas verticales no axiales denotan un
cambio de £ 1.5 veces, mientras que la linea horizontal no axial denota p =0.05, que es el
umbral de significacion (antes de la transformacion logaritmica). El diagrama de volcan
indica que, de las 11 proteinas expresadas diferencialmente, 10 tienen baja expresién y una

incrementa su expresion.
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Figura 12. Diagramas de volcan de CTR vs SuiTOX+. Diagrama de volcan que muestra el —log10 de
los valores p (eje y) representados frente al log2 de la razén de cambio de cada una de las proteinas (eje
X). Las proteinas diferencialmente expresadas (p <0.05) se representan en rosado. Entre las proteinas
diferencialmente expresadas se encuentran INA, TUBB4B, GFAP y GNAOL.

Tabla 10. Proteinas diferencialmente expresadas entre CTR vs SuiTOX+

Proteina
5902
GNAO1
6901
TuBB4B
INA
FABP3
OSBPLA1
OXCT1
5901
GFAP
GFAP

FC
0.11104
0.023932
0.27283
0.00086485
0.33278
0.33802
0.38594
4.8543
0.3726
0.051136
0.10766

Log2 (FC)
-3.1709
-2.063
-1.874
-10.175
-1.5032
-1.5648
-1.3735
2.2793
-1.4242
-4.2895
-3.2154

Valor de p
0.0016069
0.0038858
0.019649
0.023901
0.03604
0.044032
0.04887
0.059104
0.069653
0.071019
0.088724

-log10(p)
2.794
2.4105
1.7067
1.6216
1.4432
1.3562
1311
1.2284
11571
1.1486
1.052

FC: fold change, Log2 (FC): logaritmo base 2 del fold change, -log10(p): menos logaritmo base 10 del

valor de p.
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Se elabor6 un segundo diagrama de volcan (Figura 13) con los mimos datos que en
el anterior y también se realizd con el software Metaboanalyst, donde se muestran 13
proteinas (Tabla 11) significativamente diferentes en expresion. El -logl0 (valor de P
corregido por Benjamini-Hochberg) se representa frente al log2 (razon de cambio:
SuiTOX- / SuiTOX+). EIl diagrama de volcan indica que 10 proteinas disminuyen en su

expresion al comparar entre SuiTOX- vs SuUiTOX+ y que tres incrementan su expresion.
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Figura 13. Diagramas de volcan de SuiTOX- vs SuiTOX+. Diagrama de volcan que muestra el -log10
de los valores p (eje y) representados frente al log2 de la razon de cambio de cada una de las proteinas
(eje x). Las proteinas diferencialmente expresadas (p <0.05) se representan en rosado. Entre las proteinas
diferencialmente expresadas se encuentran GNAO1, ATP5PD, y DYSL2.
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Tabla 11. Proteinas diferencialmente expresadas entre SuiTOX- vs SUiTOX+

Proteinas FC Log2 (FC) Valor de p -log10(p)

5902 0.0009157 -10.093 0.0013634 2.86537671
6901 0.00059796  -10.708 0.0023012 2.63804563
GNAO1 0.17472 -2.5168 0.0026953 2.56939289
ATP5PD 5.9976 2.5844 0.015346 1.81400481
2802 0.37813 -1.403 0.018769 1.72655887
GDA 0.1461 -2.7749 0.024583 1.60936512
ATP5F1B 0.16289 -2.6181 0.031046 1.50799435
8503 9.77E-07 -19.965 0.037507 1.42588767
DPYSL2 0.023966 -5.3829 0.043929 1.35724868
OSBPL1A  0.28404 -1.8158 0.074092 1.13022868
206 5.0129 2.3256 0.087538 1.05780338
401 0.12716 -2.9753 0.089509 1.04813329
4001 13.756 3.782 0.099467 1.00232098

FC: fold change, Log2 (FC): logaritmo base 2 del fold change, -log10(p): menos logaritmo base 10 del
valor de p.

8.6. Identidad de las proteinas identificadas por espectrometria de masas

A partir de los anélisis estadisticos se obtuvieron 24 proteinas (Figura 14) diferencialmente
expresadas, las cuales se identificaron por espectrometria de masas. De esas 24 proteinas se
obtuvo la identidad de 22, de las cuales 11 son proteinas diferentes (Tabla 12).

Para determinar la identidad de las proteinas se eligieron aquellas que tuvieran el
mayor porcentaje de cobertura, esto es el porcentaje de aminoacidos coincidentes de
péptidos identificados que tienen una confianza mayor que 0 dividido por el nimero total
de aminodacidos en la secuencia. También, se tomé en cuenta el menor valor del unused,
esto es la medida de la confianza para una proteina detectada, calculada a partir de la
confianza del péptido para los péptidos de espectros que ain no se han "utilizado™ por

completo por las proteinas de puntuacion mas alta.
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Figura 14. Imagen representativa con proteinas seleccionadas para identificar por espectrometria
de masas. Se muestra el resultado de la electroforesis bidimensional con las proteinas seleccionadas para
su identificacidn encerradas en un circulo rojo junto con la etiqueta de su identidad.

La dihidropirimidinasa (DYSLD2) y GFAP, se identificaron en mas de una mancha,

lo cual indica que probablemente se trate de isoformas de estas proteinas.

Por otro lado, hay proteinas que no se pudieron identificar y esto es debido a que la

tincion inicial se realiza con Sypro Ruby, esta tincidn es de alta sensibilidad , esto quiere

decir que puede detectar desde 1-2 ng de proteina; al momento de realizar la identificacion

por espectrometria de masas se destifie el gel y se vuelve a tefiir con Azul de Coomassie, el

cual es visible a partir de 30 ng en adelante.
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Tabla 12. Proteinas identificadas por espectrometria de masas

#

1

10

11

Cadigo de acceso

AO0A024R231

AO0A024R040

075947

VIOHW31

Q59GB4

P62873
Q16352

K7EMP8

Q8IVZ3

S4R371

Q96HX0

Gen

GDA

OXCT1

ATP5PD

ATP5F1B

DPYSL2

GNAO1

INA

GFAP

OSBPL1A

FABP3

TUBB4B

Proteina

Desaminasa de guanina, isoforma

Succinil-CoA:3-cetoacido-coenzima A
transferasa

ATP sintetasa subunidad d, mitocondrial

ATP sintetasa subunidad beta
Proteina 2 relacionada con la

dihidroprimidinasa
(Fragmento)

Proteina G quimérica GO2-q

o-internexina

Proteina &cida fibrilar glial

Proteina OSBPL1A

Proteina de unidn a acidos grasos, corazén

(Fragmento)

Tubulina beta- cadena 4B

%Cov

33

38.8

64

64.3

62.7

51.4

48.9

54.3

225
46.5
39.8

20

62.9

58.1

Unused

19.98

18.55

12.31

37.36

39.34

31.11

14.53

39.94

10.46
18.96

22.3

1.3

14.71

18.01

Los espacios en blanco indican una mancha identificada con el nombre de la proteina que le antecede.
Abreviaciones: % Cov, porcentaje de cobertura.
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8.7. Interacciones proteina-proteina

Elabor6 una red de interaccion proteina-proteina mediante el software de STRING (Figura
15), donde se pueden observar las posibles interacciones proteina-proteina en la via
construida. La via se elabor6 solamente con la lista de proteinas identificadas. No obstante,
no es clara la relacion bioldgica de estas proteinas puesto que no todas estan conectadas en
la red. Se aprecia que GFAP, INA, DPYSL2, y GDA interactian de manera directa o
indirecta entre si. El siguiente grupo de proteinas que aparenta tener interacciones es el de
TUBB4B, ATP5B y ATP5D. Por otro lado, GNAO1, OXCT1, OSBPL1A y FABP3 no

interacttan con las demas proteinas.

FABP3

)

OXCT1 N

INA DPYSL2
GDA
e e £ 2
A

OSBPL1A

Figura 15. Red de interaccidon proteina-proteina. Cada nodo representa una proteina, la linea
representa la interaccion entre proteinas, y el grosor de la linea la fuerza de los datos que soportan la
interaccion.
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La relacién de las proteinas no es clara, el analisis de enriquecimiento tiene valor de
p=0.00319, lo que quiere decir que al menos se encuentran relacionadas biolégicamente
como grupo Yy que las proteinas tienen diversas interacciones entre ellas mismas. Asimismo,
las proteinas seleccionadas tienen funcion en la sintesis de ATP, en la organizacién de
filamentos intermedios en el citoesqueleto, y en el metabolismo de moléculas pequefias
(Figura 16).

FABP3
OXCT1 oo/
INA DPYSL2
£ GDA
GFAP _— @
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GNAO1 OSBPL1A
N/ Y

ATPSD

Figura 16. Procesos biol6gicos relacionados con el grupo de proteinas. Cada nodo representa una proteina,
la linea interaccion entre proteinas, y el grosor de la linea la fuerza de los datos que soportan la interaccién.
Los nodos rojos representan proteinas involucradas en la sintesis de ATP acoplado a transporte de protones.
Los nodos azules representan proteinas involucradas en la organizacion de filamentos intermedios en el
citoesqueleto. Los nodos en verde representan proteinas relacionadas al metabolismo de moléculas pequefias.
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La funcion molecular que presenta la mayoria de las proteinas es la actividad de
hidrolasa, mientras que tres fungen en la organizacién estructural del citoesqueleto, dos en
el transporte de lipidos y dos en la sintesis de ATP mediante el transporte de protones por el

mecanismo rotacional (Figura 17).
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Figura 17. Funciones moleculares del grupo de proteinas. Cada nodo representa una proteina, la linea
interaccion entre proteinas, y el grosor de la linea la fuerza de los datos que soportan la interaccion. Los nodos
en rojo representan a las proteinas asociadas a componentes estructurales del citoesqueleto. Los nodos en azul
representan proteinas con actividad de hidrolasa Los nodos verdes representan proteinas involucradas en
transporte de lipidos. Los nodos amarillos funcionan como enlace a receptores de sefializacion.
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IX. DISCUSION

9.1. Consideraciones de la muestra utilizada

Para la interpretacion de los resultados anteriores hay que tener en cuenta que el proteoma
del cerebro representa los cambios en la expresion de proteinas que tuvo el cerebro humano
mientras estaba vivo, e incluyen los cambios causados por los procesos psicopatologicos
que condujeron al suicidio. Sin embargo, tanto los factores pre y post mortem pueden
alterar el tejido e influir en los datos cuantitativos de proteina. Algunos factores pre mortem
incluyen, estados prolongados de agonia, uso de drogas, infecciones e hipoxia (Kékesi et
al., 2012).

Para evitar variaciones en los resultados por la causa de muerte de casos y controles
se utilizaron muestras de casos de suicidio de individuos que utilizaron el método de
ahorcamiento, la causa de muerte en los controles fue provocada por PAF de térax. Las
proteinas se mantienen estables con respecto a los factores post mortem como el intervalo
de toma de muestra (ITM), que se refiere al periodo de tiempo desde que se toma la
muestra hasta refrigerarla (Crecelius et al., 2008). En este estudio se eligieron muestras que
no rebasaran el rango de 24 horas en el ITM. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
cambios en la expresion de proteina pudieron haberse dado antes del suicidio o fueron
resultado del trauma por el suicidio, por lo que los estudios post mortem de tejido de
cerebro enfocados en el suicido no se exentan de lo anterior. Ademaés, estos cambios
pueden haberse sido influenciado por la presencia del estado psicético, un estado de
depresion mayor, o por las alteraciones en las proteinas a traves del tiempo (Kekesi et al.,
2012). Finalmente, es importante recordar que la diferencia de expresién entre gen y
proteina no es lineal, lo que significa que la expresion diferencial del gen en especifico no
necesariamente conduce a la misma diferencia en la expresion de una proteina (Martins-de-
Souza, 2010).
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9.2. Implicacidn de las proteinas identificadas en suicidio y el abuso de alcohol

Los resultados obtenidos a partir del analisis del proteoma del A9B de la CPF
dorsolateral demuestra cambios en la expresion de 24 proteinas entre las dos comparaciones
realizadas, y Unicamente se identificaron 11 que son las que se discuten a continuacion. Los
datos obtenidos son un reflejo de que el suicidio es multifactorial, puesto que algunas de las
proteinas ya han sido vinculadas con anterioridad al suicido y al alcoholismo, asi como a
otros trastornos asociados al suicidio como esquizofrenia, trastorno bipolar y depresion.

Alteraciones en los procesos bioldgicos en los que se involucran las proteinas
identificadas como el metabolismo y sintesis de ATP, se han reportado con anterioridad en
otros estudios enfocados al consumo del alcohol, suicidio y algunos otros padecimientos
psiquiatricos como TDM y TB (Wu et al., 2016; Semanc¢ikova et al., 2018; Wang et al.,
2013).

Finalmente, es importante considerar que, aungue se posee el posible diagnéstico
psiquiatrico de los individuos, no podemos asegurar que las personas que cometieron
suicidio bajo los efectos del etanol eran alcohdlicos, por lo que las modificaciones
encontradas seran atribuidas a la intoxicacion por alcohol y no a un consumo croénico de

éste.

9.2.1. Desaminasa de guanina (GDA)

Se encontro baja expresion de GDA al comparar el SuiTOX- vs el SuiTOX+. Esta proteina
se encarga se encarga de la desaminacion irreversible de guanina a xantina. La guanina es
una molécula de sefializacion extracelular y la concentracion de esta molécula depende de
la GDA. Se ha propuesto que la guanina puede ejercer un papel en los desordenes de a&nimo
por los efectos que tiene en la sefializacion, estos son: inhibicion glutamatérgica
principalmente en astrocitos, impacto en la memoria y el comportamiento, y efectos
tropicos en neuronas (Schmidt et al., 2007).

Es posible que la baja expresion de GDA provoque que los niveles de xantina
disminuyan en la CPF dorsolateral, los niveles bajos de xantina en LCR se han vinculado a
sintomas de depresion (Agren, Niklasson y Hallgren, 1983). Por su parte, la guanina esta

vinculada en la via de sefializacion de proteinas-G mediante nucleotidos a base de guanina
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como guanosin trifosfato (GTP), guanosin difosfato (GDP) y guanosin monofosfato
(GMP), o el nucledsido guanosina (Schmidt et al., 2007); las purinas a base de guanina son
importantes en la modulacion de neurotransmisores y neuropatologias (Di Liberto et al.,
2016). Por ejemplo, la guanosina ha demostrado tener efectos antidepresivos y modular el
estrés oxidante al prevenir la alteracion de proteinas como la glutatién peroxidasa, glutation
reductasa, y la catalasa (CAT) en el hipocampo de ratones sometidos a estrés agudo (Bettio
etal., 2014).

Los impactos clinicos en los que esta implicada esta proteina surgen de la
insolubilidad del acido urico y su degradacion, lo que puede conducir a enfermedades
inflamatorias (Akum et al., 2004). Moléculas pequefias, pueden actuar como inhibidores de
GDA vy alterar los moduladores de la polimerizacion de microtibulos promovidos por
cipina (GDA), que afectan el desarrollo y la morfologia neuronal (Akum et al., 2004). Al
verse alterada la polimerizacion de microttbulos por cipina podria incrementar o disminuir
el nimero de dendritas y afectar asi la comunicacion celular (Fernandez et al., 2010).

Perroud y colaboradores (2012) realizaron un estudio de asociacién del genoma para
determinar factores genéticos relacionados a la ideacion suicida en individuos con
depresion tratados con nortriptilina y escitalopram. Uno de los marcadores genéticos mas
significativos que se encontr6 fue en el polimorfismo de un sélo nucleétido (SNPs, por sus
siglas en inglés) SNP:rs11143230, localizado 30kb rio abajo del gen que codifica a la GDA
y se cree puede incrementar el nivel de suicidalidad (8.28x107). Los autores, mencionan
que la cipina interactia con la proteina postsinaptica de densidad-95 (PSD-95), PSD-95
estd implicada en la neurotransmision y sefializacion glutamatérgica.

Posiblemente la expresion de GDA se altere por el consumo de alcohol, debido a
que se encontré baja expresion en SuiTOX+ en comparacion con SuiTOX-. Como ya se
menciono, la interaccion de esta proteina con PSD-95 podria poner en riesgo el desarrollo
de dendritas y por ello, alterar la sefializacion glutamatérgica en la corteza prefrontal

dorsolateral.
9.2.2. Succinil CoA:3 cetoacido transferasa (OXCT1)

La Succinil CoA:3 cetoacido transferasa (OXCT1) tiene mayor expresion en el SuiTOX+

en comparacion con el CTR. OXCT1 se ha documentado alterada en individuos con
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alcoholismo, TB y TDM (Alexander-Kaufman? et al., 2007; Beasley et al.,2006) pero poco
se ha descrito de la posible influencia de esta proteina en desordenes del &nimo. La OXCT1
es la principal fuente de energia derivada de lipidos en el cerebro (Mitchell et al., 1995). Se
ha demostrado que las neuronas y las células gliales pueden utilizar acetoacetato como
precursor de lipidos y como sustrato para la produccion de energia (Lopes-Cardozo et al.,
1986). Por esa razon es posible que haya mayor actividad en la CPFDL del SuiTOX+, para
mitigar los efectos del alcohol relacionado con el metabolismo energético y compensar la
falta de energia.

Asimismo, los cuerpos cetdnicos se utilizan para mantener la integridad y
estabilidad neuronal y pueden ser utilizados como fuente de energia alternativa (Izumi et
al., 1998). En contraste, la actividad de esta proteina disminuye debido a la glutationilacion
causada por el estrés oxidante y provoca la disminucion en produccion de energia en la
mitocondria (Garcia et al., 2010), lo que concuerda con la posible desregulacion energética

anteriormente descrita en cerebro de alcohélicos y suicidas.

9.2.3. Proteina de unién a acidos grasos, tipo corazén (FABP-H)

Al comparar el CTR vs el SuiTOX+ la proteina FABP tiene baja expresion. Las proteinas
de unién a acidos grasos (FABPS) son importantes en el transporte y acoplamiento de
acidos grasos de cadena larga. Se han identificado tres tipos de FABPs en el cerebro:
FABP-H, la de cerebro ((B)-FABP) y la epidermal ((E)-FABP) (Cheon et al., 2003). La
disminucién de los niveles de FABP-H puede alterar la composicion de los lipidos y/o la
fluidez de la membrana en las células de cerebro. Asimismo, la reduccion de FABP-H
podria modificar el metabolismo de &cidos grasos del cerebro, modular la sensibilidad de
las moléculas de sefializacion para unirse a los receptores y reflejar estructuras y funciones
sinaptosémicas deterioradas (Cheon et al., 2003) Esto quiere decir que, probablemente el
alcohol altera procesos relacionados al transporte de lipidos en la CPFDL de suicidas que
consumieron alcohol.

En contraste, el incremento en la expresion FABP-B ha sido asociado a TB, y con
un incremento en ansiedad y depresion, estos desordenes han sido relacionados con la

deficiencia de omega 3 por la alteracion en procesos dopaminérgicos y serotoninérgicos
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(Chalon, 2006). El desequilibrio de -3 y -6 esta ligado con la patogénesis de desordenes
neurolégicos (Chalon, 2006) y se ha demostrado que FABP-H tiene cierta afinidad con el
®-6 (Murphy et al., 2005).

Es posible que la disminucién de acidos grasos polinsaturados junto con el
decremento en FABP-H tenga un papel importante en disfuncion celular del cerebro, dado
que este necesita gran cantidad de &cidos grasos poliinsaturados y FABP-H se une a ellos
(Cheon et al., 2003).

9.2.4. Subunidades B y d de la ATPsintetasa

En este estudio se encontrd baja expresion de la subunidad B (ATP5F1B) del complejo F1y
la alta expresion de la subunidad d (ATP5PD) del complejo FO de la ATPsintetasa
mitocondrial al comparar el SUiITOX- vs SUITOX+.

La ATPsintetasa de la membrana mitocondrial, también conocida como complejo V
produce ATP a partir de ADP en presencia del gradiente de protones a través de la
membrana. En modelos animales se ha demostrado que el consumo de alcohol reduce los
niveles de los complejos 1-V de la mitocondria y de la carnitina palmitoiltransferasa 1
(cPT1) y 2 (cPT2). Las enzimas cPT1 y cPT2 se especializan en la acilacion de &acidos
grasos del exterior al interior para producir ATP. Las alteraciones de cPT1 y cPT2 junto
con el decremento de la -oxidacion de palmitato y la produccion de ATP, sugieren que la
incapacidad para introducir el substrato (funcion del complejo 1) puede causar un impacto
negativo en la produccion de ATP del complejo V (Haorah et al., 2013).

Estudios realizados en TDM reportaron la incapacidad significativa de produccion
de ATP, actividades bajas de enzimas mitocondriales y deleciones en el ADN mitocondrial
lo cual indica disfuncién mitocondrial (Gardner et al., 2003). En TB el estrés oxidante
afecta los complejos I-V mitocondriales expresados en bajos niveles (Sun et al.,2006). La
cadena transportadora de electrones se encarga de la fosforilacion oxidativa y es
responsable de la mayoria del consumo de oxigeno en la célula y también de la produccion
de ERO; la disfuncién mitocondrial en TB puede llevar a la sobreproduccion de estos
compuestos reactivos y derivar en estrés oxidativo (Wang et al., 2009).

Por otro lado, el consumo de alcohol de manera cronica ha demostrado disminuir la

actividad de todos los complejos de fosforilacion oxidativa, excepto la del complejo 11
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(Bailey y Cunningham, 1999), lo cual puede provocar la reduccion en la produccién de
ATP (Bailey, 2003). Asimismo, en el cerebro también hay aumento de ERO y 6xido nitrico
por el metabolismo de alcohol y puede derivar en estrés oxidante y nitrosativo (Haorah et
al., 2008). Las alteraciones en las moléculas mitocondriales pueden ser producto del
aumento de las ERO y ERN, las cuales incrementan por el consumo de alcohol y
disminuyen varios mecanismos antioxidantes en el higado (Klein y Harmjanz, 1975). Se ha
demostrado que las modificaciones postraduccionales como la nitrosilacién pueden inhibir
la actividad de la ATPsintetasa (Chang et al., 2014). Es probable que las mismas
alteraciones en las mitocondrias del higado se den de igual forma en el cerebro, porque se
ha demostrado que las neuronas pueden metabolizar el alcohol y algunos efectos
colaterales es la produccion de ERO y ERN lo que deriva en estrés oxidante y
posteriormente en peroxidacion de lipidos y finalmente en neuroinflamacion o dafio

neuronal (Haorah et al., 2008).

9.2.5. Proteina-G(0), subunidad a (GNAO1)

Al comparar el CTR vs el SuiTOX+ GNAOL se encontrd con baja expresion, este mismo
resultado se encontré al comparar el SuiTOX- vs SuiTOX+. De acuerdo con la revision
realizada por Jiang y Bajpayee (2009), las proteinas Go son las proteinas G méas abundantes
en el SNC. Su funcidn consta en acoplar los receptores de la superficie celular con efectores
intracelulares, lo que es esencial para recibir, interpretar y reaccionar ante a las sefales
extracelulares. Estas proteinas funcionan como intermediarios entre proteinas G y los
efectores intracelulares como canales idnicos, enzimas y pequefias GTPasas para modular
los mecanismos celulares. Las proteinas G(0), pertenecen a la subfamilia de proteinas Gi,
las cuales inhiben la actividad del adenilato ciclasa. La subunidad o de la proteina Go ha
demostrado tener actividad de GTPasa que hidroliza GTP a GDP y convierte las proteinas
G activas a inactivas y por lo tanto controla la duracion de la sefial. Ademas, las proteinas
Gi/o tienden a acoplarse mas a receptores de serotonina, dopamina, GABAD, opioides,
glutamato, y colinérgicos.

GNAO1 se encontré con baja expresion en el presente estudio, en contraste,

estudios anteriormente realizados en la CPF y han encontrado alta expresion de la variable
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de ARNm ABCD al suicidio, esta variante incluye genes de proteinas G como la GNAO1 y
codifica una isoforma hipoactiva del receptor 5-HT2CR. Asimismo, esta variante interactla
con genes involucrados en procesos de sinapsis y otros genes relacionados a trastornos
como esquizofrenia, TDM y TB. El receptor 5-HT2CR se encuentra acoplado a varias
proteinas G que se encargan de la estimulacion de respuestas intracelulares por via de

moléculas efectoras que influyen en la actividad de canales ionicos (Di Narzo et al., 2014).

9.2.6. a-internexina (INA)

INA se encontr6 con baja expresion al comparar el CTR vs del SuiTOX+ es un filamento
intermedio neuronal de clase IV el cual es expresado en la mayoria de las neuronas. Esta
proteina estd encargada de mantener la morfogénesis de las neuronas. Los filamentos
intermedios neuronales son estructuras proteicas que dan resistencia mecanica a la célula.
Esta proteina se encuentra relacionada al desarrollo neuronal, debido a que es la primera
proteina en expresarse en celulas en desarrollo de neuroblastoma y en neuronas en
desarrollo. INA es importante en procesos apoptoticos, control de calibre axonal y la
regulacion en la expresion de otros filamentos interneurales (Schult et al., 2014).

En el presente estudio INA tiene baja expresion en la CPFDL del SuiTOX+. Los
resultados obtenidos concuerdan con otro analisis protedmico donde se encontro que INA
presenta alteraciones en muestras de cerebro post mortem de CPF y amigdala de personas
que se suicidaron, esta proteina también ha sido asociada a la esquizofrenia y a la depresién
(Kékesi et al., 2012) Asimismo, alteraciones en INA pueden contribuir a cambios en la
circulacion neuronal y propiciar vulnerabilidad a dafios en el cerebro por alcohol
(Alexander-Kaufman? et al., 2007).

9.2.7. Proteina &cida fibrilar glial (GFAP)
De manera interesante se encuentras dos proteinas con baja expresion que tienen la
identidad de GPA al comparar el CTR vs SuiTOX+. Esta proteina también pertenece a la

familia de proteinas de filamento intermedio de clase Ill, esta proteina es utilizada para

distinguir a los astrocitos de otras células gliales. GFAP tiene un papel en la migracion
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celular y la motilidad, en el anclaje de transportadores de glutamato en la membrana, y en
la mitosis. Los astrocitos son células que estan implicadas en la fisiologia y patologia del
SNC. Son esenciales para el desarrollo neuronal, el mantenimiento de iones,
neurotransmisores, y agua; en la homeostasis de energia; y en la modulacion de la
sefializacién neuronal (Hol y Pekny, 2015). En general, la astroglia suministra soporte
estructural y funcional a las neuronas, y esta involucrada en el reciclaje de glutamato y la
liberacion de factores troficos (Yang y Wang, 2015)

Estudios han registrado la baja expresion de GFAP en cerebro de suicidas con
depresion, especificamente en el talamo mediodorsal y ndcleo caudado, donde se (Torres-
Platas et al., 2015). Ademas, se ha reportado que el etanol tiende a provocar cambios
principalmente en ciertas regiones del cerebro, como la CPF y el hipocampo, donde la
exposicion al alcohol resulta en la reduccién de la densidad de poblaciones de astrocitos (de
la Monte y Krill, 2014; Miguel-Hidalgo et al., 2002; Miguel-Hidalgo et al., 2006; Torres-
Platas et al., 2016). La exposicién al etanol provoca la inhibicién de proliferacion celular y
de la sintesis de ADN vy proteinas, entre las que se encuentra la GFAP (Miguel-Hidalgo,
2018).

9.2.7.1. Isoformas de la proteina GFAP

Como se mencion0 anteriormente varias manchas seleccionadas tienen como identidad la
misma proteina, es posible que esto se deba a la presencia de isoformas de GFAP y
DPYLS2 en la CPF dorsolateral.

Se han descrito distintas isoformas de GFAP, pero poco se sabe de su implicacion
en padecimientos. El gen de GFAP contiene nueve exones y ocho intrones y puede sufrir de
splicing alternativo para formar diferentes proteinas: GFAPa, GFAPB, GFAPy, GFAPd/e,
GFAPx, GFAPA135, GFAPA164, GFAPAexon6, GFAPAexon7, y GFAP({. Asimismo, el
nivel de expresion de estas variantes tiene influencia en la red de filamentos intermedios y
altera la estructura de la célula y la motilidad (revisado por Sullivan 2014), y GFAPa es la
isoforma mas abundante (Yang y Wang, 2015). Se ha demostrado que la fosforilacion es
una de las MPTs mas comunes que ocurren en GFAP vy esta es realizada por las proteinas
PKC, PKA, y la quinasa Il dependiente de calmodulina (CAMPKII). La fosforilacion de
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GFAP regula la interaccion célula-célula entre neuronas y astrocitos (Tykhomyrov et al.,
2016).

9.2.8. Proteina 2 relacionada con la dihidropirimidinasa (DPYSL2)

DPYSL2 tiene baja expresion al comparar SuiTOX- vs SuiTOX+. Esta proteina también es
conocida como proteina de respuesta a colapsina (CRMP2), es una proteina que al unirse a
la tubulina regula parte del desarrollo neuronal y el crecimiento axonal y dendritico,
también tiene influencia en la fisiologia de la sinapsis y liberacién de neurotransmisores
(Zhang et al., 2016).

Estudios el SNP rs11995227 del gen DPYLS2 ha sido asociado de manera
significativa a la dependencia de alcohol (Taylor y Wang, 2014). El gen DPYSLS2 codifica
a un miembro de las proteinas de respuesta a colapsina, la cual facilita el crecimiento
neuronal y puede tener un papel en la sefializacion sindptica mediante interacciones con los
canales de Ca (Hamajima et al., 1996). Esta proteina regula el crecimiento axonal en
conjunto con los heterodimeros de tubulina (Fukata et al., 2002). Se ha propuesto que esta
proteina tiene un papel en la patogénesis de la neuroinflamacion (Vincent et al., 2005).
Estudios han reportado que variantes genéticas de CRMP2 estan relacionadas con
esquizofrenia en muestras post mortem (Liu et al., 2015). Ademas, el gen GPYSL2 ha sido
vinculado a la via mTOR la cual tiene relacion en la modulacion de neurotransmisores
como serotonina, glutamato y sus receptores y se ha propuesto que esta via esta relacionada
con la esquizofrenia (Pham et al., 2016) y al suicidio (Flory et al., 2017)

Se ha reportado que ratones knockout en DPYSL2 presentan un incremento en la
locomocion, y una discapacidad en comportamientos afectivos, sociales, y cognitivos. A
niveles moleculares los ratones mostraron composiciones aberrantes de subunidades de

receptores NMDA y potenciacion anormal de transmision sinaptica (Zhang et al., 2016).
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9.2.9. Cadena-p 4B de tubulina (TUBB4B)

TUBB4B se presenta baja expresion al comparar el CTR vs SuiTOX+. La tubulina es un
heterodimero de subunidades o y B de las cuales se han identificado ocho isoformas de las
subunidades o y nueve de las subunidades 8 en los humanos. La tubulina forma parte de los
microtabulos y se encuentra involucrada en funciones celulares como la mitosis, transporte
intracelular, determinacion de la morfologia celular, y la diferenciacion (Guo, et al., 2010).
Junto con los neurofilamentos, los microtibulos son necesarios para la estabilizacion y el
mantenimiento de la morfologia neuronal. Ademas, son importantes para estabilizar la
velocidad de conduccion en neuronas Y el transporte axonal (Mink y Johnston, 2000). La
tubulina B es el mayor componente de los axones, y espinas dendriticas (Guo, et al., 2010)

La baja expresion de TUBB4B que se identificO en este estudio puede estar
relacionadas a la pérdida de tubulina relacionado a la reduccién del volumen cerebral como
se ha presentado en alcohdlicos, ademas, es posible que comprometa la arquitectura del
citoesqueleto, lo que conlleva a la pérdida de conexiones dendriticas. Estos resultados
concuerdan con un estudio en el que se ha ligado bajos niveles de tubulina a y 3 en el A9B
de sujetos con consumo de alcohol. En el mismo estudio, la tubulina B tiene baja expresion
en casos de suicidio con alcoholismo (Labisso et al., 2018). La pérdida de proteinas del
citoesqueleto esta asociada con pérdida de tejido neuronal en alcohdlicos (Erdozain et al.,
2014)

9.2.10. Proteina de union a oxiesterol-1A (OSBPLAL)

La proteina de union a oxiesterol-1A (OSBPLAL) tiene baja expresion al comparar el CTR
vs el SuiTOX+, sin embargo, esta proteina no ha sido relacionada al suicido ni a trastornos
de abuso de sustancias. La proteina de union a oxiesterol regula la sintesis de colesterol
mediante la union al 25-hidroxicolesterol (Massey, 2006). Las bajas concentraciones de
colesterol en el cerebro se han relacionado con el suicido (Sarchiapone et al., 2000), la
impulsividad (Marcinko et al., 2008) y violencia en general (Golomb, 1998). También,
casos de suicidio violentos y con previo intento suicida de manera violenta han sido

relacionados con bajos niveles de colesterol (Marcinko, 2005). A nivel funcional, se ha
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propuesto que la actividad del transportador de serotonina es afectada por el agotamiento de
colesterol en la membrana sinaptica (Scanlon et al., 2001). Asimismo, se ha documentado
que el colesterol disminuye y los fosfolipidos disminuyen en la membrana sinaptosomal
ante la exposicion de etanol en modelo de ratas (Reddy et al., 2017). EIl colesterol puede
influir en la depresion y el comportamiento a través de diversas funciones importantes tales
como: componente de la vaina de mielina, un precursor de la sintesis de hormonas
esteroides y un componente de las membranas celulares con funciones posteriores en el
intercambio transmembranal, la funcion enzimética y la expresion del receptor de
neurotransmisores (Golomb et al., 2004). De forma interesante, se ha demostrado que los
niveles totales de colesterol en personas que padecen esquizofrenia y cometieron un intento
suicida tenian niveles bajos de colesterol en comparacion con los que no intentaron
suicidarse (Mensi et al., 2016).

9.3. Posible interaccion biol6gica

9.3.1. Estrés oxidante y el consumo de alcohol

Para la mejor interpretacion de los resultados es importante retomar la influencia del
alcohol en el cerebro. El estrés oxidante puede ser causado principalmente por el consumo
de alcohol, por ejemplo, en modelos de roedores que han sido expuestos de manera
prolongada o excesiva al etanol se ha demostrado el incremento en la peroxidacion de
lipidos, niveles de nitrato, NADPH oxidasa (NOX), y citocromo c¢ oxidasa Il (Crews y
Nixon, 2009). Asimismo, marcadores de estrés oxidante como bajos niveles de glutation
peroxidasa y un aumento en la peroxidacion de lipidos han sido considerados como signos
de toxicidad en el cerebro de alcohdlicos (Renddn-Ramirez et al., 2013). EI metabolismo
del alcohol propicia efectos del estrés oxidante de diferentes maneras, por ejemplo, el
CYP2EL1 es responsable de metabolizar el etanol en el cerebro produciendo acetaldehido y
se ha demostrado en modelos animales que CYP2EL tiene un papel importante en la
generacidon de especies reactivas de oxigeno (ERO) ante la exposicién del etanol y se
relaciona a la acumulacion de ERO en cerebro (Zhong et al., 2012). La nitrosilacion es una
modificacion postraduccional causada por la acumulacion de especies reactivas de

nitrogeno (ERN) y puede provocar el estrés oxidante junto con las ERO. Algunas
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modificaciones oxidativas pueden actuar como mensajeros en la sefializacion del balance
redox y asi permitir a la célula regular el metabolismo (Chen y Zweier). Aproximadamente
un cuarto de las proteinas nitrosiladas en el cerebro pertenecen a la mitocondria (Doulias et
al., 2013). Asimismo, tanto el estrés oxidante como el nitrosativo son importantes en la
neurofisiologia del comportamiento suicida (Vargas et al., 2013) y diversas revisiones han
mencionado que el estrés oxidante esta relacionado con otros trastornos psiquiatricos como
la ansiedad, depresion, TB y esquizofrenia (Salim, 2014; Ng et al., 2008.).

El acetaldehido puede unirse a la dopamina para formar salsolinol, este compuesto
ha sido relacionado a dafios neuronales por el uso de alcohol. El salsolinol también se ha
identificado en el cerebro y LCR de pacientes con Parkinson y es posible que pueda
incrementar la produccion de ERO vy el decremento del glutation, también puede reducir las
concentraciones de ATP en la mitocondria y causar la muerte en cultivos de células
dopaminérgicas por estrés oxidante (Wanpen et al., 2004). El estrés oxidante y mediadores
proinflamatorios se encuentran relacionadas con la intoxicacién por alcohol, lo cual puede
ocasionar un dafio en las membranas de las neuronas y células gliales que estan constituidas
principalmente de acidos grasos poliinsaturados los cuales son vulnerables a dafios por las

especies reactivas de oxigeno (He y Crews, 2008).

9.3.2. Integracion de dafios por el uso de alcohol y las alteraciones en el proteoma de la
CPFDL con suicidio consumado

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que hay alteraciones en diferentes
procesos bioldgicos (Figura 18). Estas pueden ocurrir en diferentes niveles y por lo tanto
comprometer el buen funcionamiento de la CPFDL de los individuos que consumaron el

suicidio y consumieron alcohol.
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Las alteraciones a nivel mitocondrial afectan la correcta sintesis de ATP en el A9B,
también esta relacionada al aumento en la produccion de ERO. Esto propicia el desarrollo

de estrés oxidante el cual también ha sido relacionado al suicidio y otros trastornos como ya
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se menciond anteriormente. Es posible que las proteinas del cerebro de personas que
consumaron el suicidio bajo la influencia del alcohol sufran modificaciones PTMs a causa
del estrés oxidante como la S-glutationilacion, nitrosilacion y oxidacion, las cuales se
asocian a cambios en la actividad de las proteinas. En este caso, es posible que la
ATPsintasa y OXCT1 hayan sido glutationilizadas y como consecuencia provocar la baja
produccion energética en la mitocondria (Garcia et al., 2010).

El citoesqueleto puede ser otro blanco de la toxicidad del etanol y esto también
puede ser causado por el estrés oxidante. En cultivos de astrocitos tratados con alcohol, el
citoesqueleto de actina presenta alteraciones y la red microtubular aparenta estar
desorganizada (Tomés et al., 2005). En los resultados obtenidos se puede observar que las
proteinas INA y GFAP se encuentran alteradas en el A9B de victimas de suicidio, las
cuales ya se han vinculado con anterioridad a este fendmeno y se han sugerido como
biomarcadores de trastornos psiquiatricos a nivel proteico y genético (Kékesi et al., 2012).
La alteracion en la expresion de INA y GFAP puede comprometer el papel de la astroglia
en la sefalizacion y transduccién (Haydon, 2001), y probablemente presenten cambios a
nivel de expresion por la exposicion al etanol y al estrés oxidante, o que ocasiona que
procesos de neuroinflamacion, sefializacion de calcio, balance de neurotransmision
inhibitoria y excitatoria, asi como la regulacion de procesos conductuales dependientes de
dopamina (Adermark y Bowers, 2016). La exposicion ante altas concentraciones de etanol
produce dafios neuronales, gliosis, un aumento en la expresion de GFAP, reduccion del
volumen del cerebro, pérdida de neuronas en zonas corticales y subcorticales y la
contraccién de materia gris y materia blanca (Zahr, Kaufman y Harper, 2011). Como ya se
menciono la sintesis de GFAP disminuye ante la exposicién prolongada al alcohol propicia
que la poblacion de astrocitos disminuya en la CPF. Por ejemplo, la exposicion al alcohol
en roedores provoca alteraciones en citosinas pro-inflamatorias como la interleucina 18 y
factor de necrosis tumoral-a, y esto provoca una cascada de sefializacion de citocinas que
derivan en la fragmentacion de ADN, la activacion de microglia, y finalmente la muerte
neuronal (Crews y Nixon, 2009). Estos cambios en la sefializacion de estrés oxidante han
sido reportados en la CPF de alcohdlicos (Quin y Crews, 2012).

DPYSL2 puede estar implicado en procesos inflamatorios que deriven en la

neuroinflamacion lo que posteriormente provocaria la muerte neuronal, comprometiendo la
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transmision sinaptica. La baja masa encefalica que se ha documentado en individuos que
consumen alcohol se podria explicar con la baja expresion de la proteina FABPE-H y
TUBBA4B, debido a que se ha asociado a la baja expresién de estas proteinas debido a la
muerte neuronal derivada también por el consumo del alcohol (Erdozain et al., 2014;
Cheon et al., 2003).

El incremento en el metabolismo de acetato en el cerebro se espera que pueda
incrementar los niveles de NADH:NAD, esto puede afectar algunos procesos metabdlicos
como la glucdlisis, la cual requiere NAD. El acetato se metaboliza en los astrocitos en
acetil-CoA (Jiang et al., 2013). EI consumo de alcohol provoca un bajo flujo glucolitico en
el cerebro, lo cual puede contribuir a la dependencia del alcohol mediante la preferencia del
acetato derivado del etanol (Enculescu et al., 2018). Sin embargo, eso no sucede en el caso
de los individuos que consumaron el suicidio lo cual indica que los mecanismos no son
idénticos en un suicida con consumo de alcohol comparados con un individuo que padece
TUA.

En resumen, las proteinas identificadas comprometen la sintesis de ATP y sugieren
alteraciones metabdlicas en el cerebro de SuiTOX+. Ademas, alteraciones en la expresién
de proteinas del metabolismo de acidos grasos son importantes porque los cambios en sus
niveles dan como resultados cambios en el comportamiento de los individuos como en el
caso de la conducta suicida. Es probable que estos cambios sean propiciados por el
consumo de alcohol ante la posible susceptibilidad de los efectos del etanol en el cerebro de

los individuos propensos a cometer el suicidio.
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X. CONCLUSIONES

®

Se encontraron cambios en el perfil de expresién de proteinas de la corteza
prefrontal dorsolateral de individuos que consumaron el suicidio y presentan
toxicologia positiva al alcohol en comparacion con los que no tenian toxicologia
positiva y controles.

Los mecanismos biologicos afectados por el consumo de alcohol en personas que
consumaron el suicidio son las vias metabdlicas de moléculas pequefias, la sintesis
de ATP y el transporte de lipidos.

El consumo de alcohol provoca la baja expresion de GFAP, INA y TUBB4B
pueden comprometer la estructura del citoesqueleto de neuronas y astrocitos en la
corteza prefrontal dorsolateral de suicidas.

GNAO1 y DPYSL2 pueden estar relacionadas a vias de sefializacion
Adicionalmente, las isoformas de las proteinas GFAP y DPYSL2 pueden ser
producto de modificaciones postraduccionales relacionada con  mecanismos

asociados al consumo de alcohol.
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XI. LIMITACIONES

La principal limitacion en este trabajo fue trabajar con muestras en diferentes rangos de
edad y no del mismo sexo. Lo anterior es debido a la escasez de la muestra y la dificultad
para conseguir el tejido y su posterior caracterizacién. Para evitar la posible variacion en
los resultados se utilizaron muestras de suicido que hayan compartido la misma causa de

muerte entre si.

XIl. PERSPECTIVAS

El presente trabajo es el primer estudio en México que intenta demostrar la relacion de los
mecanismos biol6gicos del cerebro de personas con suicidio consumado e intoxicado por
alcohol. Las proteinas identificadas en este estudio han sido anteriormente relacionadas al
suicido, a trastorno de usos de sustancias como alcohol, y otros trastornos como depresion
y trastorno bipolar que al presentar comorbilidad con el abuso alcohol incrementan el
riesgo de suicidio. Dado que el suicido es un fendmeno multifactorial es posible que futuras
investigaciones se realicen para esclarecer los mecanismos biol6gicos de este fendmeno.

Los estudios posteriores deberian de considerar el aumento en el nimero de las
muestras a utilizar y evitar la variacion entre el sexo y la edad, y parear los controles con
los casos.

Ademas, es importante la futura validacion de los resultados obtenidos mediante
técnicas como el Western blot y complementar con estudios del transcriptoma,
metaboloma, y genoma, para asi obtener la mejor comprension de los mecanismos
bioldgicos que estan involucrados en el desarrollo del suicidio.

Asimismo, los estudios a futuro podrian realizar comparaciones entre diferentes
areas del cerebro con la finalidad de esclarecer circuitos neuronales que puedan influir en
los cambios de la corteza prefrontal dorsolateral u otras partes del cerebro y como es que

los cambios observados pueden influir en el desarrollo del suicidio.
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X1V. APENDICE

A continuacion, se muestran las imagénes obtenidas a partir de la electroforesis en

segunda dimension y que posteriormente fueron analizadas en el software PD-Quest.

13.1 Iméagenes de controles

H
4 P 7
170 KDa :
- rew.i PG C09-
e aad f
oo wlb oo ¢ s
L
T ¥ .
B 1 o
- -
o
-
17 KDa CTR 1
Figura A 1. Gel de poliacrilamida del control 1 (CTR 1).
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Figura A 2. Gel de poliacrilamida del control 2 (CTR 2).
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Figura A 3. Gel de poliacrilamida del control 3 (CTR 3.a)
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Figura A 4. Gel de poliacrilamida del control 3, réplica (CTR 3.b)
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Figura A 5. Gel de poliacrilamida del control 4 (CTR 4.a)
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Figura A 6. Gel de poliacrilamida del control 4, réplica (CTR 4.b)
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Figura A 7. Gel de poliacrilamida del control 5 (CTR 5)
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13.2 Iméagenes de casos de suicidio
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Figura A 8. Gel de poliacrilamida de caso 1 de suicidio con toxicologia negativa (SUI 1 TOX-)
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Figura A 9. Gel de poliacrilamida de caso 2 de suicidio con toxicologia negativa (SUI 2.a TOX-)
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Figura A 10. Gel de poliacrilamida de caso 2 de suicidio con toxicologia negativa, réplica (SUI 2.b
TOX-)
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Figura A 11. Gel de poliacrilamida de caso 3 de suicidio con toxicologia positiva (SUI 3 TOX+)
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Figura A 12. Gel de poliacrilamida de caso 4 de suicidio con toxicologia negativa (SUI 4 TOX-)
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Figura A 13. Gel de poliacrilamida de caso 5 de suicidio con toxicologia negativa (SUI 5.a TOX-)

102



v

SUI S.b
17 KDa

TOX-

Figura A 14. Gel de poliacrilamida de caso 5 de suicidio con toxicologia negativa, réplica (SUI 5.b
TOX-)
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Figura A 15. Gel de poliacrilamida de caso 6 de suicidio con toxicologia positiva (SUI 6.a TOX+)
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Figura A 16. Gel de poliacrilamida de caso 6 de suicidio con toxicologia positiva, réplica (SUI 6.b
TOX+)

H
4 < - >7
170 KDa
‘Y v
i
p ("
.
. SUI 7
M TOX+
17 KDa

Figura A 17. Gel de poliacrilamida de caso 7 de suicidio con toxicologia positiva (SUI 7 TOX+)
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Figura A 18. Gel de poliacrilamida de caso 8 de suicidio con toxicologia positiva (SUI 8.a TOX+)
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Figura A 19. Gel de poliacrilamida de caso 8 de suicidio con toxicologia positiva, réplica (SUI 8.b
TOX+)
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