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Resumen

A pesar de que los individuos con trastorno por uso de sustancias (TUS) tienen un
alto riesgo suicida, la mayoria de los estudios de expresion génica en suicidio han
excluido a los sujetos con este trastorno. Por lo tanto, poco se sabe sobre el perfil de
expresion génica en suicidas con TUS. La identificacion de procesos bioldgicos
alterados en el cerebro de suicidas con TUS es crucial para comprender los efectos
de la comorbilidad de TUS y la conducta suicida. La presente tesis describe la
evaluacion de diferencias en expresion génica en la corteza prefrontal dorsolateral de
suicidas y no suicidas con y sin TUS.

Sesenta y seis muestras de tejido cerebral fueron colectadas y clasificadas en los
siguientes grupos: i) 23 suicidas con TUS, ii) 20 suicidas sin TUS, iii) 9 no suicidas
con TUS y iv) 14 no suicidas sin TUS. Los resultados de este estudio sugieren que
los suicidas con TUS tienen un perfil de expresion génica en la corteza prefrontal
distinto al de los sujetos con solo una de estas condiciones, presentando diferencias
en la expresion de genes involucrados en la proliferacién celular y neurotransmision
glutamatérgica.

Realizamos un re-analisis de los datos de expresion génica de 38 suicidas con un
enfoque a patologia dual y suicidio. La patologia dual es la co-ocurrencia de al menos
un TUS y uno o mas trastornos mentales en un individuo determinado. A pesar de
que esta comorbilidad es altamente prevalente y esta asociada con resultados clinicos
adversos, su neurobiologia ha sido poco estudiada. Ademas, los pacientes con
patologia dual tienen un mayor riesgo suicida en comparacion con los pacientes con
un solo trastorno.

El objetivo de este re-analisis fue evaluar las diferencias en el perfil de expresion
génica en la corteza prefrontal de suicidas con patologia dual en comparacién con
suicidas con una sola patologia. Nuestros resultados sugieren una alteracion en la
expresion de genes involucrados en la neurotransmision glutamatérgica,
neurotransmision GABAérgica y neurogénesis en suicidas con patologia dual en
comparacién con suicidas con un solo trastorno y suicidas sin comorbilidades
mentales.

Las diferencias en la expresion génica en la corteza prefrontal observadas entre
suicidas con y sin TUS, asi como suicidas con patologia dual y un solo trastorno
podrian contribuir a las discrepancias fenotipicas y clinicas observadas entre estos
pacientes. La identificacion de las caracteristicas moleculares en el cerebro de
individuos con conducta suicida y comorbilidades psiquiatricas permitira el disefio de
medidas preventivas y terapéuticas orientadas al tratamiento adecuado de cada
comorbilidad.



Abstract

Despite individuals with substance use disorder (SUD) have a high suicide risk, most
of gene expression studies in suicide have excluded individuals with this disorder.
Thus, little is known about the gene expression profile in suicides with SUD. The
identification of altered biological processes in the brain of suicides with SUD is crucial
in the comprehension of the SUD and suicidal behavior comorbidity. This dissertation
describes the evaluation of gene expression differences in the dorsolateral prefrontal
cortex of suicides and non-suicides with and without SUD.

Sixty-six brain tissue samples were collected and classified in the following groups: i)
23 suicides with SUD, ii) 20 suicides without SUD, iii) 9 non-suicides with SUD and iv)
14 non-suicides without SUD. The results of this study suggest that suicides with SUD
have a gene expression profile in the prefrontal cortex different from that of individuals
with only one of these conditions, presenting differences in the expression of genes
involved in cell proliferation and glutamatergic neurotransmission.

We performed a re-analysis of the gene expression data of 38 suicides focused on
dual diagnosis and suicide. Dual diagnosis is the concurrence of at least one SUD and
one or more mental disorders in a given individual. Although this comorbidity is highly
prevalent and is associated with adverse clinical outcomes, its neurobiology has not
been elucidated. In addition, patients with dual pathology have a higher suicide risk
compared to patients with only one disorder.

The objective of this re-analysis was to evaluate the differences in the gene expression
profile in the prefrontal cortex of suicides with dual pathology compared to suicides
with a single disorder. Our results suggest an alteration in the expression of genes
involved in glutamatergic neurotransmission, GABAergic neurotransmission and
neurogenesis in suicides with dual diagnosis compared to suicides with a single
disorder and suicides without mental comorbidities.

The observed differences in gene expression in the prefrontal cortex between suicides
with and without SUD, as well as suicides with dual diagnosis and a single disorder
may contribute to the phenotypic and clinical discrepancies observed among these
patients. The identification of molecular characteristics in the brain of individuals with
suicidal behavior and psychiatric comorbidities will allow the design of preventive and
therapeutic measures aimed at the adequate treatment of each comorbidity.



Definicién y epidemiologia del suicidio

El suicidio es definido como la muerte resultante de un comportamiento autolesivo
intencional realizado con la finalidad de morir (Nock, 2014). El suicidio es un
comportamiento humano que probablemente ha sido practicado desde las
sociedades primitivas (Rosen, 1971). Sin embargo, el término para referirse a esta
accion es relativamente reciente, ya que el neologismo suicidium aparecio por primera
vez en el siglo XVII. Este neologismo procede de las palabras latinas sui, que significa
‘de si mismo” y del sufijo cidium que, a su vez, surge de la raiz caedére, cuyo
significado es “matar” (Daube, 1972).

Se ha reconocido a Thomas Browne como la primera persona en utilizar el término
suicidio en Religio Medici en el afio 1643, mientras que otros le otorgan dicho crédito
al médico inglés Walter Charleton que utilizé el término suicidio en la obra The
Ephesian Matron en 1651 (Daube, 1972; Salman-Rocha, 2011). Aunque es posible
que el término haya sido utilizado por primera vez en el texto de Walter de San Victor,
De quatuor labyrinthos Franciae, en el siglo XlIl, como ha sido reconocido
recientemente (Morin, 2008; Murray, 2000).

No se ha encontrado existencia previa de vocablos que denoten el suicidio en lenguas
antiguas como el hebreo, griego y latin, ni en lenguas modernas, como el francés,
inglés y aleman (Daube, 1972; Morin, 2008). La Academia Francesa de la Lengua
incorporo la utilizacidon del vocablo suicidio en 1762, mientras que en la Real
Academia Espanola fue incorporado en el afio 1817 (Salman-Rocha, 2011).

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al suicidio como el
acto de quitarse la vida de manera deliberada (OMS, 2015). Recientemente, el
comportamiento suicida ha sido concebido como un espectro continuo que ademas
de la muerte por suicidio, incluye otras categorias como el intento, la planeacién y la
ideacion suicida (Turecki & Brent, 2016).

El intento suicida se refiere a la participacion en un comportamiento potencialmente
autolesivo en el que hay alguna intencion de morir (Turecki, 2014). La planeacion
suicida se refiere a la formulacion de un método especifico a través del cual una
persona tiene la intencién de morir (Turecki, 2014). Mientras que la ideacién suicida
se refiere a los pensamientos de participar en comportamientos destinados a terminar
con la vida (Turecki, 2014).

En Estados Unidos, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(The Centers for Disease Control and Prevention, CDC) ademas de las categorias
antes mencionadas, incluyen bajo el término de violencia autodirigida, otros actos
autolesivos (Crosby, Ortega & Melanson, 2011). La violencia autodirigida es definida
como un comportamiento dirigido hacia uno mismo y que resulta en autolesiones o la
posibilidad de éstas (Crosby, Ortega & Melanson, 2011).



La violencia autodirigida se clasifica en actos suicidas, indeterminados y no suicidas
(Posner et al., 2007). La diferencia entre estos actos radica en la intencién de morir
gue se encuentra presente en los actos suicidas, es poco clara en los indeterminados
y se encuentra ausente en los actos no suicidas (Crosby, Ortega & Melanson, 2011).

Estas categorias ademas se subclasifican de acuerdo con su resultado final en fatales
para los actos que culminan en muerte por suicidio y no fatales para aquellos actos
que no conllevan a un desenlace mortal. Dentro de los actos no fatales se incluyen el
intento suicida, el intento suicida interrumpido y los actos preparatorios (Nock, 2014,
Crosby, Ortega & Melanson, 2011; Posner et al., 2007).

En el intento suicida interrumpido la persona toma medidas para lastimarse, pero es
detenido por otra persona o él mismo antes de sufrir una lesidon mortal. Esta
interrupcion puede ocurrir en cualquier momento durante el acto (Crosby, Ortega &
Melanson, 2011). Los actos preparativos se definen como toda planificacion para
hacer un intento de suicidio antes de que comience el dafio potencial. Esto puede
incluir cualquier acto mas alla de una verbalizacién o pensamiento, como obtener un
meétodo de suicidio, por ejemplo, al comprar un arma o prepararse para la muerte por
suicidio, por ejemplo, al escribir una nota suicida (Nock, 2014, Crosby, Ortega &
Melanson, 2011; Posner et al., 2007). La clasificacion de la violencia autodirigida del
CDC se ilustra en la Figura 1.

Violencia auto-dirigida

suicida indeterminado suicida

‘ Comportamiento no ‘ ‘ Comportamiento ‘ ‘ Comportamienta ‘

‘ Fatal ‘ ‘ Mo fatal ‘ ‘ Fatal ‘ ‘ Mo fatal ‘ ‘ Fatal ‘ ‘ Mo fatal ‘
Muerte por Intento suicida
suicidio Intento interrumpido

Actos preparatorios
Figura 1. Clasificacién de la violencia autodirigida de acuerdo con la CDC, modificado de Nock, 2014.

El trastorno de comportamiento suicida fue incluido en la seccién de afecciones que
requieren mas estudio en la quinta edicion del Manual Diagndéstico y Estadistico de
los Trastornos Mentales (American Psychiatric Association, APA, 2013). De acuerdo
con este manual, la manifestacion fundamental del trastorno de comportamiento
suicida es el intento de suicidio.



Se considera que los individuos presentan un mayor riesgo de futuros intentos
suicidas y de muerte por suicidio en los 24 meses posteriores a un intento de suicidio,
y el periodo de 12-24 meses posteriores a que tuviese lugar el comportamiento
suicida, se considera de remision inicial (APA, 2013). En la edicion previa de este
manual, que es el DSM-IV, el suicidio solo era referido como un sintoma de algunos
trastornos psiquiatricos (APA, 2002). Los criterios propuestos por el DSM-5 para el
trastorno de comportamiento suicida se enlistan en |la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios propuestos por el DSM-5 para el trastorno de comportamiento suicida

A. El individuo ha realizado un intento de suicidio en los ultimos 24 meses.

B. El acto no cumple criterios para la autolesion no suicida, es decir, no presenta una autolesion
dirigida a la superficie corporal que se realiza para aliviar un sentimiento / estado cognitivo negativo
o para tener un estado de animo positivo.

C. El diagnostico no se aplica a la ideacion suicida o a los actos preparatorios.

D. El acto no se inicio durante un delirium o un estado de confusion.

E. El acto no se llevo a cabo unicamente con un fin politico o religioso.

Especificar si:
Actual: No han transcurrido mas de 12 meses desde el ultimo intento.
En remision inicial: Han transcurrido 12 - 24 meses desde el Ultimo intento
Tomado del Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, 5a edicion (APA, 2013)

Epidemiologia global del suicidio

El suicidio es un fendbmeno que se presenta en todas las regiones del mundo. Se
estima que alrededor de 800,000 personas se suicidan cada ano. En el afio 2016, se
registraron 793,000 muertes por suicidio, o que representd el 1.4% del total de
muertes, siendo la 182 causa de muerte mas frecuente a nivel mundial en dicho afio
(OMS, 2017).

Cada pais presenta una distribucion distinta de los grupos de edad en su poblacion,
por lo que es necesario considerar este factor al realizar comparaciones entre
distintos paises. Para esto, se calculan las tasas estandarizadas por edad, en las que
se considera la estructura de los grupos de edad de cada poblacién, lo que permite
que las tasas de mortalidad entre los distintos paises sean comparables (OMS, 2017).

Los estados miembros de la OMS estan agrupados en seis regiones: Africa,
Américas, Asia Sudoriental, Europa, Mediterraneo Oriental y Pacifico Occidental,
como se muestra en la Figura 2A. La tasa mundial de suicidios estandarizada por
edad fue de 10.53 suicidios por cada 100,000 habitantes en el afno 2016, variando
desde 4.3 por cada 100,000 habitantes en la region del Mediterraneo Oriental hasta
un 12.85 por cada 100,000 habitantes en la regién de Europa (OMS, 2017), como se
muestra en la Figura 2B.



B Tasas de suicidio estandarizada por edad para ambos
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Figura 2. A) Regiones en las que se agrupan los estados miembros de la Organizacion Mundial de la Salud.
Modificado de: Oficinas regionales de la OMS (http://origin.who.int/about/regions/es/). B) Tasa de suicidio
estandarizada por edad para cada una de las regiones de la OMS en 2016. Fuente: WHO Global Health Estimates.

Las tasas de suicidio pueden presentar grandes variaciones aun dentro de la misma
region geografica como se muestra en la Figura 3. Los tres paises con las mayores
tasas de suicidio para ambos sexos estandarizadas por edad a nivel global en el afio
2016 fueron Guyana (30.2 suicidios por cada 100,000 habitantes), Lesoto (28.9
suicidios por cada 100,000 habitantes) y Rusia (26.5 suicidios por cada 100,000
habitantes) (OMS, 2017).

Tasas de suicidios estandarizadas por edad (por cada 100,000 habitantes), ambos sexos, 2016
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Figura 3. Tasas de suicidio estandarizadas por edad (por cada 100,000 habitantes), para ambos sexos, afio 2016.
Fuente: Organizacion Mundial de la Salud. Modificado de: https://www.who.int/mental_health/suicide-
prevention/Global_AS_suicide_rates_bothsexes_2016.png?ua=1.

La tasa de suicidio estandarizada por edad en paises de ingresos altos es de 11.5
suicidios por cada 100,000 habitantes, la cual es ligeramente mayor en comparacion
con los paises de bajos, medianos-bajos y medianos-altos ingresos, que tienen una
tasa de 11.4, 10.8 y 9 suicidios por cada 100,000 habitantes, respectivamente (OMS,
2017). Sin embargo, dado que la mayor proporcién de la poblacién mundial reside en
los paises de ingresos bajos y medianos, se estimo que el 79% de los suicidios


http://origin.who.int/about/regions/es/

ocurridos en el afo 2016 se registraron en estos paises (OMS, 2017), como se
muestra en la Figura 4.

El comportamiento suicida puede aparecer en cualquier momento a lo largo de la vida.
Sin embargo, son los jévenes de 15 a 44 afios los que presentan las mayores tasas
absolutas de suicidio en comparacion con otros grupos de edad, como se muestra en
la Figura 4 (Bachmann, 2018).
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Figura 4. Numero de muertes por suicidio por grupo de edad y nivel de ingresos del pais en el afio 2016.
Modificado de OMS, 2019.

El suicidio es la segunda causa de mortalidad prematura en individuos de 15 a 29
afnos, precedida solo por los accidentes de trafico y es la tercera causa en el grupo
de edad de 15 a 44 afios (OMS, 2017). Sin embargo, esto no implica que el suicidio
sea mas probable en los individuos jévenes que en los individuos de edad avanzada,
ya que las tasas de suicidio por grupo de edad son mayores en individuos de 70 o
mas afios alrededor del mundo (Bertolote & Fleischmann, 2002; Ritchie, Roser &
Ortiz-Ospina, 2019) como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Tasas de suicidio por grupo de edad en el afio 2016. Las tasas de suicidio estan indicadas en nimero
de muertes por suicidio por cada 100,000 habitantes. Modificado de Ritchie, Roser & Ortiz-Ospina, 2019.



Las tasas de suicidio varian de acuerdo con el sexo. A nivel global, las tasas de
suicidio en hombres son mayores en comparacion con las de las mujeres. En el afo
2016, la tasa de suicidio en hombres y mujeres a nivel mundial fue de 13.5y 7.7
suicidios por cada 100,000 habitantes, respectivamente (OMS, 2017). La proporcién
hombre: mujer fue de 1.8 en 2016, lo que indica que, por cada muerte por suicidio
presentada en mujeres, se registraron 1.8 muertes por suicidio en hombres (OMS,
2017). La mayor proporcién de muertes por suicidio en hombres se presenta en todos
los paises alrededor del mundo, excepto, Marruecos, Pakistan, China y Bangladesh,
como se muestra en la Figura 6.

Razén Hombre: Mujer de la tasa de suicidio estandarizada por edad, 2016
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Figura 6. Razén hombre: mujer de la tasa de suicidio estandarizada por edad (por cada 100,000 habitantes), afio
2016. Fuente: Organizacion Mundial de la Salud. Modificado de:
https://www.who.int/gho/mental_health/suicide_rates_male_female/en/.

Epidemiologia del suicidio en América

De acuerdo con el ultimo reporte regional de la Organizacion Panamericana de la
Salud (PAHO por sus siglas en inglés) en la region de las Américas, se estima que
ocurren aproximadamente 65,000 muertes por suicidio cada afio (PAHO, 2014). En
el ano 2016, la region presentd una tasa estandarizada por edad de 9.25 suicidios
para ambos sexos por cada 100,000 habitantes (OMS, 2017). En general, la region
de las Américas presenta tasas de suicidio inferiores al promedio mundial, sin
embargo, las tasas varian en cada pais de esta regién como se muestra en la Figura
7.
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Figura 7. Tasa de suicidio estandarizada por edad (por cada 100,000 habitantes) en los paises de la regién de las
Américas, ano 2016. Fuente: Organizacion Mundial de la Salud. Modificado de:
http://apps.who.int/gho/data/view.main. MHSUICIDEASDRv?lang=en.

De forma similar al resto del mundo, aunque la mayoria de los suicidios en la region
de las Américas ocurrieron en personas de 25 a 44 afos (36.8%) y 45 a 59 afos
(25.6%), la tasa de suicidio mas elevada entre los diferentes grupos de edad se
encontrd en individuos de 70 o mas afos, entre el afio 2005 y 2009 (PAHO, 2015).
Los reportes mas recientes indican que esa misma tendencia se ha mantenido en los
ultimos afos para la region de las Américas (Ritchie, Roser & Ortiz-Ospina, 2019).

La proporcion hombre/mujer para la tasa de suicidio en la region de las Américas fue
de 3.28 en 2016, lo cual es mayor a la proporcion mundial de 1.8 (OMS, 2017). La
mayor proporcion de muertes por suicidio por parte de hombres en comparacion con
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la de mujeres se observa en todos los paises de la region de las Américas, variando
desde 2.11 en Bolivia a 7.51 en Venezuela (Ritchie, Roser & Ortiz-Ospina, 2019).

En el periodo del 2010 a 2016, la tasa de suicidios estandarizada por edad disminuyo
un 9.8% a nivel global. Los decrementos a nivel regional variaron desde 4.2% en la
region de Asia Sudoriental a 19.6% en la regién del Pacifico Occidental. La unica
region que presentd un incremento en la tasa de suicidios fue la regién de las
Américas, donde se presentdé un aumento del 6% en la tasa de suicidios
estandarizada por edad (OMS, 2019), como se muestra en la Figura 8.

Tasa de suicidios estandarizada por edad, 2000-2016
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Figura 8. Tasa de suicidio estandarizada por edad para cada una de las regiones de la OMS del afio 2000 al 2016.
Modificado de OMS, 2019.

Epidemiologia del suicidio en México

En México, en el afio 2017 se registraron 6,494 suicidios, lo que constituy6 0.9% del
total de muertes en el pais para ese ano. La tasa de suicidios en 2017 fue de 5.2
fallecidos por cada 100,000 habitantes, ocupando el lugar numero 22 de las
principales causas de muerte para la poblacion total del pais (INEGI, 2019).

En comparaciéon con las tasas globales y regionales de suicidio, México presenta
tasas relativamente bajas de suicidio. Sin embargo, mientras que la tasa de
mortalidad por suicidio ha disminuido a nivel global, la tasa de suicidio en México se
ha incrementado un 17.3% entre los afios 2010 y 2017, como se muestra en la Figura
9.
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Figura 9. Tasa de suicidio estandarizada por edad en México del afio 2010 al 2017. Tomado de INEGI, 2019.

Las entidades federativas con mayores tasas de suicidio en el ano 2017 fueron
Chihuahua (10.7 suicidios por cada 100,000 habitantes), Aguascalientes (10.1
suicidios por cada 100,000 habitantes) y Sonora (9.1 suicidios por cada 100,000
habitantes). Por otra parte, Guerrero (1.9 suicidios por cada 100,000 habitantes),
Veracruz (2.6 suicidios por cada 100,000 habitantes) y Oaxaca (3.1 suicidios por cada
100,000 habitantes) presentaron las tasas mas bajas del pais (INEGI, 2019).

Del total de fallecidos por suicidio en el afio 2017 en México, 80.1% eran hombres y
19.9% mujeres, lo que representa una tasa de 8.5 suicidios por cada 100,000 para
los hombres y de 2 suicidios por cada 100,000 habitantes en mujeres (INEGI, 2019).
En México, la mayoria de los individuos que murieron por suicidio son jovenes. Se
reportd que el 41.3% de los individuos que murieron por suicidio en el 2017 tenian
entre 15 a 29 afos, siendo la segunda causa de muerte para este grupo de edad en
el pais (INEGI, 2019).

Factores de riesgo para suicidio

Recientemente, se ha reconocido la contribucion de multiples factores sociales e
individuales que interactuan para dar como resultado el suicidio (Turecki & Brent,
2016; Turecki, 2014). Se han propuesto modelos que destacan la interaccion de
factores de riesgo que actuan de manera distal y proximal con respecto al evento
suicida (Turecki & Brent, 2016; Turecki, 2014; Turecki et al., 2012), como se muestra
en la Figura 10.
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Figura 10. Modelo de interaccion de factores de riesgo en la patologia del suicidio. Modificado de Turecki et al.,
2012.

Los actos suicidas generalmente ocurren en el climax de un proceso patoldgico
complejo comunmente conocido como crisis suicida (Heeringen, 2001; Jollant et al.,
2011). Los factores distales tienen una relacién temporal distante con la crisis suicida
y aumentan la predisposicion al suicidio (Turecki, 2014a). Entre los factores distales
que se han identificado se encuentran una historia familiar de suicidio, factores
genéticos, ciertos rasgos de personalidad, estilos cognitivos y adversidad en la vida
temprana.

Se ha sugerido que algunos de los factores distales, como los factores genéticos y la
adversidad en la vida temprana causan cambios a nivel epigenético, que a su vez
pueden provocar cambios en la expresion génica (Turecki, 2014b). Estos cambios
epigenéticos y de expresidon génica probablemente subyacen a los estados
psicopatolégicos que actuian de manera como factores proximales en el
comportamiento suicida (Turecki, 2014b).

Los factores de riesgo proximales actuan como precipitantes de la crisis suicida y
aumentan la vulnerabilidad inmediata ante alguna condicién o evento en particular.
Entre los factores proximales identificados hasta el momento se encuentran la
desesperanza, antecedentes individuales de conducta suicida, eventos recientes y la
psicopatologia (Turecki et al., 2012).

Los factores moderadores son variables que modifican la intensidad y/o direccion de
la relacion entre dos variables (Turecki et al., 2012). Estos factores modulan la
relacion entre factores distales y proximales. Algunos de los factores moderadores
que se han identificado se encuentran el sexo, edad, apoyo social y religién.
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Factores distales

Historia familiar de suicidio

Se ha reconocido al suicidio como un fendmeno que segrega familiarmente (Zai et al.,
2012). Esta afirmacién se basa en estudios que han encontrado una mayor tasa de
muerte por suicidio y/o intento suicida en familiares de individuos que murieron por
suicidio en comparacion con familiares de controles no suicidas (Tsuang, 1983;
Pfeffer et al., 1994; Malone et al., 1995; Brent et al., 1996; Johnson et al., 1998, Zai
et al., 2012).

Los estudios en familias han permitido explorar la extensién de la segregacion de este
comportamiento. Los resultados demuestran un incremento en el riesgo de presentar
comportamiento suicida de 3.8 a 10.6 para los individuos con parentesco a individuos
que fallecieron a causa de suicidio en comparacién con individuos sin este parentesco
(Brent et al., 2010).

Ademas, se ha encontrado que la tasa de intentos de suicidio en las familias de
individuos con intento suicida es mayor en comparacion con las familias de los
individuos sin este antecedente, aun teniendo el mismo trastorno psiquiatrico (Brent
et al., 2002; Brent et al., 2003). Por lo que se ha sugerido que la predisposicion al
suicidio es parcialmente independiente a la predisposicion a trastornos psiquiatricos
(Brent et al., 2002; Brent et al., 2003; Zai et al., 2012).

Los estudios en gemelos permiten estimar la contribucién de los factores genéticos y
ambientales en cierto fenotipo (Sahu & Prasuna, 2016). Estos estudios comparan la
tasa de concordancia de gemelos monocigéticos, que comparten el mismo genotipo
con la de gemelos dicigéticos que comparten aproximadamente 50% del genotipo
(Merikangas & Merikangas, 2016).

Un meta-analisis de estudios de gemelos, que incluyd individuos con ideacion suicida,
intento suicida y muerte por suicidio reportd concordancia del 24.1% en gemelos
monocigoticos y 2.8% en gemelos dicigbticos para el comportamiento suicida. Este
estudio ademas estimo6 una heredabilidad de 30-55% para el comportamiento suicida
(Voracek, 2007). Una estimacion mas reciente de la heredabilidad de este
comportamiento fue del 43% para intento suicida y muerte por suicidio (McGuffin et
al., 2010).

Los estudios de adopcion son complementarios a los estudios de gemelos y también
permiten estimar la contribucion de los factores genéticos y ambientales en cierto
fenotipo. Estos estudios comparan la similitud entre un adoptado y sus padres
biolégicos en comparacion con sus padres adoptivos (Merikangas & Merikangas,
2016).
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Solo dos estudios de adopcion se han realizado en individuos con comportamiento
suicida. En ellos, se ha reportado una tasa de suicidio seis veces mayor en los
familiares bioldgicos de individuos que murieron por suicidio en comparacién con los
familiares adoptivos que no tenian relacion bioldgica con estos (Brent & Mann, 2005;
Schulsinger et al.,1979).

Mientras que el estudio de Wender y colaboradores (1986), identificé una tasa de
suicidio quince veces mayor en los individuos emparentados con individuos con
trastornos del animo (Brent & Mann, 2005; Wender et al., 1986; Zai et al., 2012). Este
aumento de riesgo se observo particularmente en los individuos con el subtipo de
reaccion alterada, que es un término de diagndstico danés que se aplicaba a
individuos que presentaban un comportamiento histrionico o un intento suicida
impulsivo en respuesta a un evento identificable (Wender et al., 1986; OMS, 1969).
Por lo que dicho estudio afiadio evidencia a la asociacion entre impulsividad y suicidio
(Wender et al., 1986; Zai et al., 2012).

Factores genéticos

La implicacion de factores genéticos en la conducta suicida, ademas de su alta
heredabilidad se encuentra sustentada en los estudios en familias, gemelos y de
adopciéon antes mencionados (Mirkovic et al., 2016). Ademas, se han realizado
esfuerzos por identificar variantes y regiones genéticas asociadas a este
comportamiento por medio de estudios de asociacion.

Estudios de asociacion

Los estudios de asociacion consisten en el analisis de variantes genéticas,
generalmente en un disefo de casos (individuos con la caracteristica estudiada) y
controles (individuos sin la caracteristica estudiada). El objetivo de este tipo de
estudios es identificar aquellas variantes genéticas que se presentan con mayor
frecuencia en los casos y que por lo tanto pudieran estar asociadas con un mayor
riesgo a la caracteristica estudiada (Lewis & Knight, 2012; Visscher & Montgomery,
2009).

Los estudios de asociacién de genes candidatos en individuos con conducta suicida
han identificado variantes en genes involucrados en la neurotransmision
serotoninérgica, dopaminérgica, adrenérgica; asi como en procesos neurotréficos y
el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (Mirkovic et al., 2016), como se muestra en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Estudios de asociacion en genes candidatos en suicidio

Sistema Gen / producto Comportamiento Variante asociada Poblacién Referencia
. Brezo et al.,
rs10488683 Canadiense 2010
rs1800532 China Liu et al., 2005
s Intento suicida
TPH1 / Triptéfano rs1800532 y . Galfalvy et al.,
hidroxilasa 1 rs652458 EE U ETED 2009
Beden et al.,
rs1800532 Turca 2016
Muerte por suicidio rs1800532 Croata Stef;(l)]otzt EL
Ke et al.,
TS China 2006; Zhang
etal., 2010
Intento suicida SEPEE
rs7305115 Mexicana Narvaez et al.,
TPH2 / Triptéfano 2015
hidroxilasa 2 rs457065 y Finlandesa y Zhou et al.,
rs11178997 afroamericanos 2005
e Alemana Zill et al., 2004
Muerte por suicidio ’
Fudalej et al.,
rs1386483 Polaca 2010
rs6295 Ucraniana MIEEBENTIED i
o al., 2006
o 5HTR1A / | . :
= R ntento suicida Gonzélez-
=2 eceptor . L .
@ . Sin asociacion Mexicana Castro et al.,
< serotoninérgico 2013
5 & S di Ra d et
2 - . amadi Rad e
g Muerte por suicidio rs6295 Irani al., 2012
SHTR1B/ Intento suicida rs6296 Irlandesa gy 20l
Receptor 2011
serotoninérgico - rs1568817, rsl30058, . Zouk et al.,
1B Muerte por suicidio r$6298, rs6296 Canadiense 2007
Giegling et al.,
rs6311 Alemana 2006
rs6313 Polaca Wrzozsgl1<1et A
5HTR2A /
Receptor rs6313 Judia Zalli Szl
e Intento suicida 2011
serotoninérgico Saiz et al
2A rs6311 Espafiola 2011
Gonzalez-
rs6313 Mexicana Castro et al.,
2013b
5HT2C / Receptor Molina-
serotoninérgico Intento suicida TS Mexicana Guzman et al.,
rs2428707
2C 2017
rs25531 Ucraniana Wa;sezrrgg; &
lLCE Hur.1, et al
/Transportador de Intento suicida rs25531 China 2%1 1 "
serotonina
rs25531 Europea Li & He, 2007
Suda et al.,
DRD2 / Receptor N rs1799732 Japonesa 2009
dopaminéraico D2 Intento suicida Joh tal
P 9 rs1799732 Alemana ohann et al.,
2005
Q
Q
2
‘0
£
§
& AKT.l / S(_arlna Intento suicida rs1130214 Brasilefia Magno et al.,
o treonina cinasa 2010
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Adrenérgico

Hipotalamo-pituitaria-adrenal

Factores neurotroficos

Otros

ADRA2A /
Receptor
adrenérgico alfa
2A

CRHR1/
Receptor de
hormona
liberadora de
corticotropina 1

AVPR1B/
Receptor de
vasopresina V1b

FKBP5 / Proteina
de unién a FK506

BDNF / Factor
neurotréfico
derivado del

cerebro

NPTX2 /
Pentraxina
neuronal 2
HOMERL1/
Proteina de

andamiaje Homer
1

NTRK2 /

Receptor de
tropomiosina
relacionado a la

cinasa B

ANKK1 / Proteina
cinasa PKK2

Muerte por suicidio

Intento suicida

Intento suicida

Muerte por suicidio

Intento suicida

Muerte por suicidio

Intento suicida

Intento suicida

Intento suicida

Intento suicida

rs1800035

rs1800544

rs4782887

rs33990840

rs3800373 y
rs1360780

rs6265

rs6265

rs705315

rs2290639

rs11140714

rs1800497

Canadiense

Japonesa

Ucraniana

Ucraniana

Japonesa

Japonesa,
eslovaca,
francesa, sueca y
neozelandesa

Eslovaca

Estadounidense

Estadounidense

Estadounidense y
alemana

Mexicana

Sequeira et
al., 2004

Fukutake et
al., 2008

Wasserman et
al., 2008

Ben-Efraim et
al., 2013

Supriyanto et
al., 2011

Iga et al.,
2007; Huang &
Lee, 2007;
Sarchiapone
et al., 2008;
Kim et al.,
2008; Perroud
et al.,2008;
Sears et al.,
2013

Pregelj et al.,
2011

Strauss et al.,
2012

Strauss et al.,
2012

Kohli et al.,
2010

Genis-
Mendoza et
al., 2017

Los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés)
siguen el mismo principio que los estudios de asociacién, pero el analisis de las
variaciones genéticas se extiende a lo largo de todo el genoma humano (Visscher &
Montgomery, 2009). Estos estudios han extendido los hallazgos encontrados en los
estudios de asociacién de genes candidatos, encontrando ademas asociaciones en
variantes de genes involucrados en la respuesta inmune, neurodesarrollo, adhesion
y migracion celular, como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Estudios de asociacion del genoma completo en suicidio

p Variante / gen o
. Plataforma / Ndmero de . .
Comportamiento s . Etnicidad locus Referencia
Fabricante participantes asociados
TESI . Caucésica il UeEE I .

. Human-1 BeadChip / 90 casos y 90 PAPLN, Laje et al.,
(esgltalopram) en lllumina controles (2 'T‘C'“ye rs10903034 / 2009
pacientes con DM afroamericanos. IL28RA

Human Mapping Caucasica
Intento suicida en 500K Array Sety : ; En DM: .
pacientes con TB 'y Genome-Wide 2,805 casos y (R(—;lno Unl'do, rs2576377 / Perlis et al,
DM Human SNP Array 5.0 5,932 controles Paises Ba_\Jos, ABI3BP, 2010
| Affymetrix Alemania)
Caucésica
- Human 610-Quad 265 casos y . . rs4751955 / Schosser et
ntenteisticida Beadchips / lllumina 1,889 controles AI(Relnc_\ Linido, GFRA1 al., 2011
emania y EUA)
rs11143230 /
TESI o GDA,
(escitalopram) en BHqunahq 61/0I-"Qu§d 244 castosI y 462 C(Eucasm)a rssgz?gi / Pelrr(;L(J)(i 2et
: eadchips / lllumina controles uropa al.,
pacientes con DM 1s4732812 /
ELP3
Muestra de
descubrimiento:
Human-1 Genotyping 32 casos con rs1037448 /
100k BeadChip TESI y dos TMEM138,
TESI en pacientes HumanHapSOO-Dho grupos de Caucasica rs10997044 / Menke et al.,
con TB Genotyping BeadChip controles (329 (Alemania) CTNNA3, 2012
7 llumina con ideacion rs1109089 /
suicida y 79 sin RHEB
comportamiento
suicida).
- Genome-Wide Caucasica )
Intento suicida en 1,201 casos y . rs300774 / Willour et al.,
pacientes con TB Huma/nA?fl}\/lnF;eAt\:i;ay 6.0 1,497 controles (AIeETfX])' ay 2p25.3 2012
- GeneChip® Mapping 68 casos y 31 L * Galfalvy et
Muerte por suicidio 50K Xba controles Caucasica (EUA) 58 SNV al., 2013
Ideacién e intento Caucasica
suicida en HulznanHapSSO-Quad, 663 casos y (Alemania, ) o Mullins et al.,
. uman610-Quad ] Sin asociacién
pacientes con TB'y BeadChip / lllumina 4,017 controles Dinamarca y 2014
DM Reino Unido)
- . Caucasica
St | o e | 100y e | emana | asswe | Cofebye
’ Canada y EUA) "
. rs10448042 /
Comportamiento SNP 5.0/ lllumina niz:lze;a;rgsl,lfgn Caucasica PENK,
suicida en Sentrix probandos con (Canada y Reino r$10448044 / Zaietal.,
pacientes con TB HumanHap550 TBy 911 Unido) IL7, rs3851150, 2015
Beadchip / Affymetrix pacientes con TB rs7244261 /
TMX3
Muerte por suicidio Omni-Quad 475 casos y (')Aal\ucaspa Si L Gross et al.,
e intento suicida Beadchip / lllumina 1,133 controles c ( emania, In asociacion 2015
anada y EUA)
660 trios Sokolowski
Human Omni1- familiares un Caucasica Wasserman
Intento suicida Quad_v1 chip/ probando con (Ucrania) Sin asociacién &
lllumina antecedente de Wasserman,
intento suicida 2016
Asociacion
nominal:
Intento suicida en Infinium Omnia2.5 53 casos y 68 Caucasica rs12895203 / Bani-Fatemi
pacientes con SZ Beadchip / lllumina controles (Canada) 14q923.3 et al,, 2016
rs7897059 /
CAMK1D
SNV en DICER1
603 casos (358 asociado con Pulay &
Intento suicida e Genomewide 1M chip con TBy 245 Caucasica comportamiento R Y &
; o . . - ; . - ethelyi,
ideacion suicida | Affymetrix con depresion) y (Paises Bajos) suiciday en 2016
2,752 controles NTRK2 solo en
muestra con DM
i Infinium PsychArray Muestra de - SNV cercanos a Stein et al.,
[z @ et BeadChip / lllumina descubrimiento: CruEsEs (HUA) MRAP2 2017
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473 casos y
9,778 controles.
Muestra de
replicacion: 135
casos y 6,879
controles).
Muestra clinica:
51 casos y 112
controles

rs4809706,
Intento suicida Infinium PsychArray 6,024 casos y Caucasica rs4810824 y Erlangsen et
BeadChip / lllumina 44,240 controles (Dinamarca) rs6019297 / 20 al., 2018
gq13.13
Hap650 138 individuos
. L BeadChip 1M-Duo con ideacion .
[iznie e !deamon BeadChip, Omni- suicida, 122 con | Caucasica (EUA) i EEE e Aol it
suicida ) o KCNMB2 al., 2018
Quad intento suicida y
BeadChip / lllumina 2,880 controles
. rs181058279 /
43 familias con
alto riesgo de SP110,
. - muerte por rs76215382
Riesgo de muerte Infinium PsychArray suicidio en los Caucésica (EUA) AGBL2, Coon et al.,
por suicidio BeadChip / lllumina rs121908538 / 2018
que se
encontraban 267 SUCLA2,
casos rs745918508 /
APH1B
660 trios Asociacion mas Sokolowski,
ot i Omni-Quad fant;iliages un Caucasica robuthg_lc_:lgrég?V Wassgrman,
ntento suicida . " probando con A en ,
Esaie f iz antecedente de (Bezile) GSN, GNAS y Wasserman,
intento suicida CACNA1D 2018
rs35502061 /
SOGA2P1,
rs34053895,
- - rs35518298,
waertsporsuiio | SITUMPSIeATeY | 2410 canony | Cauchsin CUA | saazsmrog, | Doeene
P ’ rs66828456 / .
LINC00348,
rs35256367,
ATP10A
1,622 casos y
Infinium PsychArray i’g:%ﬁ_n:;rggf
Intento suicida g'e\zﬂag)((:hgao/él)lyngga/ casos y 5,500 Caucasica = 3&/?33’5;8899 / MuII|2nOs1<;t el
Affymetrix controles con
TB; 1,683 casos
y 2,946 con SZ
rs561361616,
rs1537577,
rs11198999 /
RGS10,
rs11041981, Gonzalez-
- Infinium PsychArray 37 casos y 155 . o rs11041993,
Intento suicida BeadChip / lllumina controles Latina (México) | 14041994, Casg&‘g al,
rs11041995,
rs11041997,
rs10840083,
rs10769918 /
STK33
rs1677091 /
LDHB en
. R caucasicos.
S _ HumanOmni-Quad 1,131 |_nd|V|duos Caucésica y 15683813 /
everidad de v1.0 array con intento . Levey et al.,
intentos suicidas HumanCore Exome suicida y 5,189 Al AR, 2019
array / lllumina controle1s = R LR
CTXND1
rs11876255 /
18q12.3
Human OmniExpress
BeadChip,
Muerte por suicidio HumanOmniExpress 11“1(?4%3:8;?0?25 Asiatica (Japén) Sin asociacion Otsuzkagt al.,

Exome BeadChip /
lllumina
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2,666 con intento
suicida, 21,063 SNV asociados
con idea de con
minusvalia de la comportamiento
. L . . vida, 13,038 con suicida:
oniento ;f:ﬁg'ggr Ui VEAXIom Y| ideacion suicida, Caucésica r$62535711/ | Strawbridge
shicidio arrays / Affymetrix 2,498 con (Reino Unido) ZCCHCY7, et al, 2019
autolesion no rs598046 /
suicida, 137 CNTNS5,
fallecidos por rs7989250 /
suicidio, 83,557 13921.31
controles).

Abreviaturas: Pacientes con depresion mayor (DM); Pacientes con trastorno bipolar (TB); Pacientes con
esquizofrenia (SZ); Variante de numero de copias (CNV); Variante de un solo nucleétido (SNV); Ideacion suicida
asociada a tratamiento con antidepresivos (TESI); Estados Unidos de América (EUA).

*Diecinueve genes involucrados en neurodesarrollo, adhesion celular, regulacion de proliferacion celular y
transmisién del impulso nervioso

**Genes involucrados en organizacion celular, respuesta inmune, neurodesarrollo y apoptosis

Adversidad en edad temprana

La exposicidn a experiencias negativas a una edad temprana, como el abuso sexual
y fisico, aumenta significativamente el riesgo de muerte por suicidio y conducta
suicida de un individuo (Turecki, 2017; Santa Mina et al., 1998). La prevalencia a lo
largo de la vida para intento e ideacion suicida en individuos con abuso fisico ha sido
estimada en 11.7% y 36.6%, respectivamente. Mientras que, para individuos con
antecedentes de abuso sexual, la prevalencia a lo largo de la vida para intento e
ideacion suicida asciende a 14.8% y 49.6%, respectivamente (Brezo et al., 2008).

Hay evidencia de que la adversidad a edad temprana se encuentra asociada a
cambios epigenéticos en genes del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal, lo que
conduciria a una desregulacion de la respuesta frente al estrés (Turecki et al., 2012).
Esta desregulacion se puede manifestar por medio de rasgos de ansiedad e
impulsividad en individuos con el antecedente de adversidad a edad temprana (van
der Vegt et al., 2009).

Rasgos de personalidad y estilos cognitivos

Los rasgos de personalidad son estilos emocionales, conductuales, motivacionales e
interpersonales que los seres humanos poseen para relacionarse con otros individuos
(Turecki et al., 2012; Brezo, Paris & Turecki, 2006; McCrae & Costa, 1997). Ciertos
rasgos de personalidad se han encontrado asociados con la conducta suicida.

El neuroticismo o inestabilidad emocional, la ansiedad y el psicoticismo
(vulnerabilidad a conductas impulsivas y/o agresivas) se han encontrado asociados
con la ideacién e intento suicida (Farmer et al., 2001; Fanous et al., 2004; Statham et
al., 1998; Goldston et al., 1996; Nordstrom, Schalling & Asberg, 1995; Mann et al.,
1999; Beautrais, Joyce & Mulder, 1999; Benjaminsen, Krarup & Lauritsen, 1990;
Verkes et al., 1996; Stalenheim, 2001; Brezo, Paris & Turecki, 2006). Con respecto a
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la muerte por suicidio, se han reportado asociaciones con la desesperanza y la
impulsividad (Brown et al., 2000; Ernst et al., 2004; Brezo, Paris & Turecki, 2006).

Asi como hay rasgos de personalidad que representan factores de riesgo para la
conducta suicida, también se han identificado rasgos que pudieran ser protectores
para este comportamiento, tal es el caso de la extroversion (Farmer et al., 2001;
Kumar et al., 2003; Lester, 1987; Lolas, Gomez & Suarez, 1991; Brezo, Paris &
Turecki, 2006).

Por otro lado, los estilos cognitivos se han definido como patrones predecibles de
aprendizaje y procesamiento de la informacién (Sheehy & O’Connor, 2002; Dunn &
Dunn, 1978; Cornett, 1983). Deficiencias en la toma de decisiones, fluidez verbal y
tiempo de reaccidon han sido asociadas con ideacion e intento suicida en individuos
con trastornos del estado del animo (Richard-Devantoy, Berlim & Jollant, 2014).

También se ha sugerido una modulacién alterada de la atribucion de valor a eventos
externos, que estaria manifestada por una mayor sensibilidad al ambiente y un
procesamiento anormal de la toma de decisiones (Jollant et al., 2011). Esta valoracion
alterada se manifestaria como dificultad de evaluar adecuadamente situaciones de
riesgo en los individuos con comportamiento suicida (Jollant et al., 2011).

Neurobiologia del suicidio

El impacto de los factores distales mencionados anteriormente sobre las tendencias
suicidas se ha hipotetizado que se encuentra mediado por cambios a nivel
neurobiologico (Lutz, Mechawar, & Turecki, 2017; Van Heeringen & Mann, 2014). Las
alteraciones a nivel neurobiolégico identificadas en individuos con comportamiento
suicida pueden ser consideradas como fenotipos intermedios entre los cambios
epigenéticos y genéticos y la manifestacion del comportamiento suicida (Lutz,
Mechawar, & Turecki, 2017).

La patologia del suicidio ocurre en el cerebro. Por lo que los estudios post mortem en
tejido cerebral de individuos que murieron por suicidio han permitido una mejor
comprension de los factores neurobiolégicos involucrados en el comportamiento
suicida. A diferencia de estudios anteriores basados en tejidos periféricos, la
investigacion en tejido cerebral permite una vision directa de las anomalias
neurobioldgicas asociadas con el suicidio (Furczyk et al., 2013). Asi mismo, hasta el
momento no existen modelos animales que reproduzcan con fidelidad el
comportamiento suicida (Malkesman et al., 2009). El cerebro no es directamente
accesible en individuos vivos, por lo que las alteraciones neurobiologicas en
individuos vivos se han limitado a estudios de neuroimagen.
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Estudios de neuroimagen en suicidio

Los estudios de neuroimagen han demostrado alteraciones a nivel estructural y
funcional en varias areas cerebrales, por lo que se han asociado dichas areas con la
vulnerabilidad al comportamiento suicida (Bani-Fatemi et al., 2018), tal es el caso de
la corteza prefrontal, los ganglios basales y la amigdala (Tabla 4).

Tabla 4. Estudios de neuroimagen realizados en pacientes con conducta suicida

Tamafio
Fenotipo estudiado de Resultados Referencia
muestra
a) Resonancia magnética estructural
IS-DM Mayor cantidad de hiperintensidades de la
(20), DM materia gris (especialmente en ganglios Ahearn et al.,
(2’0) basales) en los sujetos con antecedente de 2001
IS vs. el otro grupo
IS-DM Mayor cantidad de hiperintensidades de la .
. . Ehrlich et al.,
(62), DM | materia blanca en sujetos con antecedente
2005
(40) de IS vs. el otro grupo
IS-DM Mayor cantidad de hiperintensidades de la .
. . . . Pompili et al.,
(44), DM materia blanca periventricular en sujetos
. 2008
(55) con IS previo vs. el otro grupo
IS-DM .
Menor volumen de corteza orbitofrontal y
(7), DM ) Monkul et al.,
mayor volumen en amigala derecha en
(10), C . 2007
(17) sujetos con IS vs. otros grupos
IS en pacientes con DM IS-DM Menor volumen de materia blanca y gris en
region frontal, especialmente en CPFDL,
(27), DM e . Hwang et al.,
region temporal, insula y cerebelo en
(43),C . 2010
(26) sujetos con antecedente de IS vs. otros
grupos
IS-DM
(13), DM | Menor volumen en el putamen en sujetos Dombrovski et
(20), C con IS vs. otros grupos al.,2012
(19)
IS-DM L .
(28), DM Menor volumen de materia gris en el giro
(31’) c temporal derecho en sujetos con IS vs. Pan et al., 2015
@ 1’) otros grupos.
I(i_;';/l Sin diferencias significativas, tendencia a
DM ’ menor volumen de estructuras Renteria et al.,
(650), C subcorticales en sujetos con IS vs. otros 2017
(199é) grupos
IS-TB
(10), TB | Sin diferencias entre los grupos en el area Matsuo et al.,
(10),C del cuerpo calloso 2010
(27)
IS-TB Menor volumen de materia gris en CPFDL,
(19), TB COF, ganglios basales, CCA 'y giro Bennedetti et al.,
IS en pacientes con TB (38),C temporal superior en sujetos con IS vs. 2011
9) otros grupos
IS-TB . ] .
Menor anisotropia en materia blanca de
(14), T8 COF izquierda en sujetos con IS vs. otros Mahon et al,
(15),C a ) ' 2012

(15)

grupos
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IS-TB
(51), 7B
(42)
IS-SZ
(14), sz
(36), C
IS en pacientes con SZ (50)
IS-SZ

(14), Sz

(36), C
(50)

IS-PL
(44), PL
IS en pacientes con PL (24)

IS-PL
(51)

IS-DP
(148),
IS en pacientes con DP DP
(341), C
(262)

IS (67),
CP (82),

IS en general C (82)

IS (43),
CcP
(110)
b) Resonancia magnética funcional
IS-DM
(13), DM
(14),C
(16)

IS-DM
(13), DM
(12)

IS-DM
(15), DM
(15), C
(14)
IS-DM
(14), DM
(15), C
(15)
IS-DM
(15), DM
(14), C
(13)
IS-DM
(15), DM

IS en pacientes con DM

Mayor volumen de materia gris en CPF en
sujetos con IS que recibieron tratamiento

Mayor volumen de amigdala derecha en

sujetos con IS vs. otros grupos

Grosor cortical disminuido en CPFDL y giro
temporal superior derechos en sujetos con

IS vs. otros grupos

Menor volumen en insula izquierda, en

pacientes con IS de alta letalidad se

reportd menor volumen de giro temporal
superior, COF, insula y giro fusiforme en

sujetos con IS vs. otros grupos

Letalidad inversamente correlacionada con
volumen de materia gris en areas fronto-

temporal-limbicas

Menor volumen de materia gris en giro
temporal superior e inferior bilateral,

talamo, regiones frontales en sujetos con

IS vs. otros grupos

Menor volumen en CPFV, COF y CPFD en
sujetos con IS. Correlacion de letalidad de
ultimo IS, numero de intentos y edad del

primer intento suicida con volumen de
CPFDL

Hiperintensidades en materia blanca,

especialmente en I6bulo parietal derecho

asociadas a IS.

Mayor reactividad a los rostros enojados

en la COF derecha; disminucion de la

reactividad en la CPFDL derecha en
sujetos con IS vs. otros grupos

Disminucion de la activacion durante

decisiones de riesgo en la COF izquierda y
la corteza occipital en sujetos con IS vs.

otros grupos

Activacion diferencial de CCA derecha
durante inhibicién en sujetos con IS vs.
otros grupos

Mayor actividad en CCA, CPFDL, corteza
sensorial y temporal primaria en sujetos

con IS vs. otros grupos

Mayor activacion del nucleo caudado
izquierdo en sujetos con IS vs. otros

grupos durante decisiones de bajo riesgo.

Sefial de recompensa debilitada en la

CPFVM en sujetos con IS vs. otros grupos

Lijffijt et al., 2014

Spoletini et al.,
2011

Besteher et al.,
2016

Soloff et al., 2012

Soloff et al., 2014

Giakoumatos et
al., 2013

Ding et al., 2015

Ehrlich et al.,
2004

Jollant et al.,
2008

Jollant et al.,
2010

Pan et al., 2011

Pan et al., 2013a

Pan et al., 2013b

Dombrovski et al.,
2013



IS-DM Mayor amplitud de la fluctuacion de baja

(27), DM frecuencia en el giro temporal superior
(10), C | derechoy menor en la CPFVM derecha en Fan etal,, 2013
(57) sujetos con IS vs. otros grupos
IS-DM Mayor conectividad funcional entre giro
(7), DM Marchand et al.,

precentral derecho y hemisferio izquierdo

(13), C i 2013
1) en sujetos con IS vs. otros grupos.
1S-DM Mayor amplitud de la fluctuacion de baja
(35), DM frecuencia en el giro temporal superior
(18’) c derecho, giro temporal medio izquierdo y Cao etal., 2016
(47’) giro occipital medio izquierdo en sujetos
con IS vs. otros grupos
IS-DM B ] o
(36), DM Menor actividad de la insula izquierda y el
(41') c giro la circunvolucién supramarginal en Olie et al., 2017
(25) sujetos con IS vs. otros grupos

Abreviaturas: Intento suicida (IS); Controles sanos (C); Pacientes con depresién mayor (DM); Intento suicida en
pacientes con depresion mayor (IS-DM); Pacientes con trastorno bipolar (TB); Intento suicida en pacientes con
trastorno bipolar (IS-TB); Pacientes con esquizofrenia (SZ); Intento suicida en pacientes con esquizofrenia (I1S-
SZ); Pacientes con trastorno de personalidad limitrofe (PL); Intento suicida en pacientes con trastorno de
personalidad limitrofe (IS-PL); Pacientes con desordenes psicéticos (DP); Intento suicida en pacientes con
desordenes psicéticos (IS-DP); Controles psiquiatricos (CP); Corteza prefrontal (CPF); Corteza prefrontal
dorsolateral (CPFDL); Corteza orbitofrontal (COF); Corteza prefrontal ventral (CPFV); Corteza prefrontal
ventromedial (CPFVM); Corteza del cingulo anterior (CCA).

Alteraciones epigenéticas en el cerebro de suicidas

La exposicion a eventos adversos durante la vida temprana puede conferir efectos
biolégicos y conductuales duraderos, estos efectos pueden estar mediados por
factores epigenéticos. Los factores epigenéticos son los cambios heredables en el
acido desoxirribonucleico (DNA) e histonas que no implican alteraciones en la
secuencia de nucledtidos pero que, al modificar la estructura y condensacién de la
cromatina, actuan como moduladores de la expresién génica (Garcia et al., 2012).
Estos cambios incluyen la metilacion del DNA y modificaciones de las histonas (de la
Torre, 2017).

La metilacion del DNA es la modificacién epigenética mas conocida. Consiste en la
adicién de un grupo metilo por una DNA metiltransferasa a un nucleétido de citosina
que se encuentra junto a un nucleétido de guanina unidos por un fosfato, conocido
como sitio CpG (Haghighi et al., 2014; Egger et al., 2004; Jones & Baylin, 2002;
Robertson, 2002; Simmons, 2008).

La metilacion del DNA es un mecanismo regulatorio de la expresién génica. El efecto
de la metilacién del DNA en la expresion génica varia segun la region gendmica donde
ocurre, por ejemplo, la metilacién del DNA en regiones promotoras o en secuencias
potenciadoras de la transcripcion (enhancers) se encuentra asociada a la represion
génica. Mientras que la metilaciéon del DNA en el cuerpo del gen podria tener el efecto
contrario (Jones, 2012).
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Las regiones diferencialmente metiladas (DMR, por sus siglas en inglés) son regiones
genomicas que incluyen sitios CpG adyacentes o cercanos. Las DMR presentan
diferentes patrones de metilacion entre distintas muestras (células, tejidos o
individuos) y son consideradas como regiones funcionales involucradas en la
regulacion de la expresion génica (Docherty et al., 2014; Neidhart, 2016).

Por otro lado, las histonas son componentes primarios de la cromatina, el complejo
de DNA y proteinas que forma los cromosomas. Las modificaciones post-
traduccionales de las histonas por medio de metilacion, acetilacion y fosforilacion
influyen en la disposicion de la cromatina, lo que, a su vez, modula la expresion génica
(Simmons, 2008).

La metilacion de histonas consiste en la adicion de uno a tres grupos metilo en
aminoacidos lisina o arginina, muy especificos, que se encuentran en cada histona.
Esta reaccion es catalizada por las metiltransferasas de histonas (Cheriyedath, 2017).
La metilacion de histonas puede promover o silenciar la expresion génica
dependiendo de la posicion y estado de la metilacién (Black, Van Rechem &
Whetstine, 2012; Hyun et al., 2017). En general, se considera que la metilacion en las
histonas H3K4, H3K36 y H3K79 (H3K4me, H3K36me y H3K79me, respectivamente)
esta involucrada en la transcripcion activa de genes, mientras que H3K9me,
H3K27me y H4K20me se asocian con el silenciamiento de la expresion génica (Hyun
et al., 2017).

La acetilacion de las histonas consiste en la adicion de un grupo acetilo a residuos de
lisina especificos de la proteina por medio de acetiltransferasas de histonas
(Cheriyedath, 2017). La acetilacién de histonas generalmente se asocia con regiones
de eucromatina, y por lo tanto el DNA es accesible a los factores de la transcripcion,
lo que promueve la expresion génica; mientras que la desacetilacion generalmente se
asocia con la heterocromatina (Cheriyedath, 2017; Simmons, 2008).

La fosforilacion de histonas consiste en la adicién de un grupo fosfato en residuos de
serina, treonina o tirosina de las histonas. Esta reaccion es catalizada por cinasas de
histonas (Cheriyedath, 2017). Las funciones mas conocidas de la fosforilacion de
histonas ocurren durante la respuesta celular al dafio del DNA, la remodelacién de la
cromatina durante la division celular y la apoptosis (Rossetto, Avvakumov, & CAété,
2012).

Existe evidencia de que las alteraciones epigenéticas pueden contribuir a la patologia
del suicidio (Turecki, 2012; Labonte & Turecki, 2010). Entre las alteraciones
epigenéticas estudiadas en suicidio se encuentran la hiper-metilacion de los
promotores y regiones intragénicas de genes involucrados en neurotransmision,
neurodesarrollo, eje hipotalamo-pituitaria-adrenal y poliaminas. También se han
encontrado modificaciones a histonas como cambios en la metilacion de H3K27,
como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Alteraciones epigenéticas identificadas en tejido cerebral de suicidas

Neurotransmisores

(GABAA a1)

Sistema biolégico Gen Metodologia/Plataforma Terxnn:jz;r;?rge Hallazgos Referencia
a) Metilacion
Subunidad alfa-1 Hipermetilacion

del receptor de

. - 20 casos y del promotor Poulter et al.,

acido gamma- PCR cuantitativo

. - 23 controles enla CFT de 2008
aminobutirico QERES

Subunidad 2 del

tipo de kainato del

receptor 22 casos y €O RERIEES
. e Pirosecuenciacion intragénicas en | Nagy et al., 2015
ionotrépico de 17 controles la CPF de

glutamato .

(GRIK2) suicidas

Hipermetilacion

Neurotrofinas

Isoforma truncada

del receptor de
tropomiosina

Pirosecuenciacion

28 casos y

Hipermetilacion
del promotor

relacionado a la 11 controles en la CPF de
cinasa B suicidas
(TRKB.T1)

Ernst et al., 2009

Isoforma truncada

del receptor de

Hipermetilacion

Eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal

acetiltransferasa 1

(SATL)

metilacion

10 controles

tropomiosina . . 11 casos y de la region Maussion et al
! Microarreglos / Agilent 3'UTRen la v
relac]onado ala 13 controles CPF de 2014
(;:EIEE?TE]’_) suicidas
i Hipermetilacion
neLlj::)ct::g;ico Espectrometria de 18 casos y del promotor Keller et al
derivado del masas acoplada a 18 controles enel jé)rea de 2010 ’
cerebro (BDNF) microrreglos WgLr;(l:ci:gaesde
12 casos
con
antecedente Hi S
ipermetilacion
Receptor de 8 e} .de apuso del promotor
glucocorticoides Plrosecugnm_amon con infantil, 12 en el McGowan et al.,
(NR3C1) bisulfito casos sin hipocampo de 2009
antecedente suicidas
de abuso
infantil y 12
controles
21 casos
con
antecedente | Hipermetilacion
Receptor de de abuso del promotor
glucocorticoides . L infantil, 21 en el Labonte et al.,
(NR3C1) AT SE N T casos sin hipocampo de 2012a
antecedente | suicidas (Exon
de abuso 1Cy 1H)
infantil y 14
controles
Hipermetilaciéon
AR E5e TR Microarreglos / lllumina A1 CZEES d’e iegiul] Guintivano et al.,
_ alusoy HM450 122 3'UTRen la 2014
cinetocoro (SKA2) controles CPF de
suicidas
Diamina Hipermetilacion
PCR sensible a 10 casos y del promotor Fiori and

en la CPF de
suicidas

Turecki, 2011

Hipermetilaciéon

Arginasa tipo Il PCR sensible a 34 casos y del promotor Gross et al.,
(ARG2) metilacion 34 controles en BA44 de 2013
I suicidas
Poliaminas - I
Adenosilmetionina Hipermetilacion
; PCR sensible a 34 casos y del promotor Gross et al.,
descarboxilasa 1 N
metilacion 34 controles en BA44 de 2013
(AMD1) L
suicidas
. 25 casos Hipermetilaciéon
Otros Alsina (ALS2) Mlcroarreglos / 400K T del promotor Labonte et al.,
Agilent 2012b
antecedente de genes
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de abuso relacionados
infantil, 20 con plasticidad
casos sin neuronal
antecedente | siendo el mas
de abuso significativo
infantil y 16 ALS2
controles
b) Modificacién de histonas
Isoforma truncada
del receptor de Aumento de
) tropomiosina ; N 28 casos y H3K27me3 en
Neurotrofinas relacionado a la Pirosecuenciacion 11 controles la COF de Ernst et al., 2009
cinasa B suicidas
(TRKB.T1)
Antizima de la
ornitina
descarboxilasa
OAZ1), Diamina
a(cetiltra)nsferasa 1 PCR sensibl H’éi??:,‘tosden
Poliaminas (SAT2), meﬁﬁa;'éne a 34 suicidas s CPFe dee Fiori et al., 2012
Espermina cidas
sintasa (SMS), sulet
Espermina
oxidasa
(SMOX)

Abreviaturas: Area de Brodmann (AB); Corteza frontotemporal (CFT); Corteza prefrontal (CPF); Corteza orbitofrontal (COF);
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Alteraciones en la expresion génica en el cerebro de suicidas

La expresion génica es el proceso por medio del cual todos los organismos
transforman la informacioén codificada en el DNA en las proteinas necesarias para su
adecuado desarrollo y funcionamiento. Este proceso esta altamente regulado y esta
influido por factores ambientales y genéticos, a través de factores epigenéticos y loci
genomicos, respectivamente.

La expresidn génica es el principal fenotipo detectable en el desarrollo de rasgos
complejos (McKenzie et al., 2014), como lo es el comportamiento suicida. Los niveles
de expresidn génica actuan como un fenotipo intermedio entre la arquitectura genética
y los rasgos multifactoriales observables (McKenzie et al., 2014). Por lo anterior, los
estudios de expresion génica en el cerebro de individuos que murieron por suicidio
han aportado informacion relevante sobre la neurobiologia de esta condicion.

Los estudios de transcriptoma completo que se han realizado por medio de
microarreglos y recientemente en tecnologias con secuenciacion de acido
ribonucleico (RNA) han identificado alteraciones en la expresion de genes
involucrados en distintos sistemas de neurotransmisores, como el serotoninérgico,
GABAérgico y glutamatérgico, asi como en la sintesis de poliaminas y adhesion
celular como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Estudios de expresidn génica en tejido cerebral de suicidas

A Grupos y
estﬁrdeizda F;I!?ct:?:)oarrTea (ljoe tamafio de Poblacién Hallazgos Referencia
9 muestra
S-DM, C . Sin diferencias Sibille et al.,
AB 9,47 HG-U133 A 19, 19 Estadounidense significativas 2004
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Amigdala

HG-U95 A

Japonesa

Asociacion de dos
alelos (rs1532976 y
rs3752826) del gen
14-3-3 € con suicidio
consumado

Yanagi et
al., 2005

AB11

HG-U133 A/B

Canadiense

Mayor expresion del
gen HRT2A en
suicidas

Gwadry et
al., 2005

AB 9/46, 24

HG-U95 Av2

S-DM, S-TB, C
9,6,7

Estadounidense

Menor expresion de
SLCIA2, SLC1A3y
de glutamato-
amonio ligasa y
mayor expresion de
subunidades de
receptores para
GABA y glutamato
en suicidas

Choudary
et al.,, 2005

AB 4, 8/9,11

HG-U133 A/B

S-DM, S, C
16, 8, 12

Canadiense

Menor expresion de
SSAT en suicidas
vs. los otros grupos

Sequeira et
al., 2006

Amigdala,
hipocampo,
AB 24, 29

HG-U133 A/B

S-DM, S, C
18, 8,13

Canadiense

Expresion diferencial
de SSAT1 (AB 29),
SSAT2, OATL1,
SYT4, ADCY8
(hipocampo), APLP2
(amigdala) y BACE1
(AB 24) entre
suicidas y no
suicidas

Sequeira et
al., 2007

AB 46/10

HG-U133 A

S-TB, TB, S-
SZ,8z2
22, 23,10, 35

Estadounidense

Expresion diferencial
de PLSCR4 y EMX2
entre suicidas y no
suicidas

Kim et al.,
2007

AB 10

HG-U95 Av2

Alemana

Expresion diferencial
de CAD y ATP1A3
entre suicidas y no

suicidas

Tochigi et
al., 2008

AB 44, 45, 46,
47

HG-U133 A/B

S-DM, S, C
16, 10, 13

Canadiense y
alemana

Menor expresion de
SAT1 en suicidas
VS. No suicidas

Klempan et
al., 2009

AB 8/9, 11y
47

HG-U133 A

S-DM, DM, C
15,7,13

Canadiense

Menor expresion de
la desaturasa-1 de
acidos grasos
(FADSL1), receptor
de leptina (LEPR),
fosfoinositol-3cinasa
(PIK3C2A) y
stereoaril-CoA
desaturasa (SCD)
en suicidas vs. no
suicidas

Lalovic et
al., 2010

17 regiones
corticales y
subcorticales

HG-U133 A/B

S-DM, DM, C
16, 10, 13

Canadiense

Alteracion en la
expresion de
subunidades de
receptores para
GABA y glutamato
en suicidas vs. no
suicidas

Sequeira et
al., 2009

AB4, 6, 10, 11,
44, 45, 46, 47,
8/9 y cerebelo

HG-U133 Plus
2.0

28, 11

Canadiense

Menor expresion de
TrkB.T1 en la CPF
en una subpoblacién
de suicidas vs. no
suicidas

Ernst et al.,
2009
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Alteraciones en la
expresion de genes
relacionados en la

AR AR HG-U133 A/B Sl s O Canadiense neurotransmision Rlempariiet
y 47 16, 10, 13 . al., 2009
GABAérgica en
suicidas vs. no
suicidas
AB 9, 10, 11, Menor expresion de
44, 45,46, y HG-U133 Plus S, N-S Canadiense Cx30y 43 e'n'la Ernst et al.,
’ 4’7 ’ 2.0 8, 20 CPFDL en suicidas 2011
VS. NO suicidas
Los niveles de
HGUY5 Av2, expresion de
CAMK2B, CDKS5, .
AB 46 HE U0 = e Estadounidense | MAPK9y PRkcI | Choietal,
HG-U133 B, o 46, 38 fueron mayores en 2011
REWpis e la CPF de suicidas
VS. No suicidas
AB 4, 6, 8/9,
10, 11, 20, 21,
24, 29, 38, 44,
45, 46, 47, .,
, Alteracion en la
amigdala, .
expresion de genes
perebelo, relacionados con el -
hipocampo, HG-U133 Plus S, N-S Canadiense metabolismo de las Fiori et al.,
hipotalamo, 2.0 29, 16 S 2011
" poliaminas en
nucleo L
suicidas vs. no
accumbens, .
. suicidas
talamo
anterior,
lateral y
dorsomedial.
Menor expresion de
. ) p11 en suicidas en
CPFDL I_leerentes = e Estadounidense CPFDL (meta- ghanciet
microarreglos 56, 61 e al., 2011
analisis) vs. no
suicidas
Menor expresion de
e
nucleo HG-U133 Plus S, N-S . - Sequeira et
Estadounidense familia de las
accumbens y 2.0 15, 6 . al., 2012
CCA metaloprote|ng§as
MT 1y 2 en suicidas
VS. No suicidas
Alteracion de la
expresion de genes
implicados en la
Corteza HG-U133 Plus S-DM, N-S Caucasica sinapsis, Zhurov et
frontotemporal 2.0 10, 9 (Hungria) citoarquitectura y al., 2012
adhesion celular en
suicidas vs. no
suicidas
ABOY 24 HG-U133 Plus S-DM, S Caucasica Mgrg"{ 4e;ﬁrzrsr']%’;sde Galfalvy et
(CCA) 2.0 18, 21 ; al., 2013
regiones.
Menor expresion de
DM, S-DM, C . Pantazatos
AB9 RNA-seq 9 21,29 Estadounidense SAT1 en S-DM vs. etal., 2015
los otros grupos
Menor expresion de
DM, S-DM, C . GABRG2 en Yin et al.,
AB9 RNA-seq 9, 21,29 Estadounidense suicidas vs. los otros 2016a
grupos
Menor expresion de .
DM, S-DM, C . . Yin et al.,
AB9 RNA-seq 9 21, 29 Estadounidense | NR3CL1 en suicidas 2016b

vs. los otros grupos
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Alteracion en
expresion de genes
DM, S-DM, C Estadounidense relacionados con Pantazatos
9, 21,29 actividad ATPasaen | etal., 2017
suicidas vs. los otros

grupos
Abreviaturas: Suicidas (S); Controles (C); No suicidas (N-S); Sujetos con depresiéon mayor (DM); Sujetos con
trastorno bipolar (TB); Sujetos con esquizofrenia (SZ); Suicidas con depresion mayor (S-DM); Suicidas con
esquizofrenia (S-SZ); Suicidas con trastorno bipolar (S-TB); Area de Brodmann (AB); Corteza prefrontal

dorsolateral (CPFDL); Corteza prefrontal (CPF); Corteza del cingulo anterior (CCA); Secuenciacion de RNA (RNA-
seq)

AB9 RNA-seq

Factores moderadores

Los factores moderadores son variables que modifican la intensidad y/o direccion de
la relacion entre dos variables (Turecki et al., 2012). Por lo que, estos factores
modulan la relacién entre factores distales y proximales en la patologia del suicidio.

Sexo

Es de destacar que las tasas de suicidio varian sustancialmente segun el sexo. La
ultima tasa de suicidios reportada en 2016 fue de 15.0 suicidios masculinos y 8.0
suicidios femeninos por cada 100,000 habitantes a nivel global (OMS, 2017).

Con pocas excepciones, los hombres se suicidan mas que las mujeres en casi todos
los paises del mundo (OMS, 2017). Dentro de las posibles explicaciones a este
fendmeno se encuentran la desigualdad de género, diferencias en los métodos
socialmente aceptables para lidiar con el estrés, la prevalencia del trastorno por uso
de sustancias y diferencias en las tasas de busqueda de tratamiento para los
trastornos mentales entre hombres y mujeres (OMS, 2015; Chang et al., 2018).

Ademas, un meta-analisis reciente, demostré que la mayor prevalencia de trastornos
externalizantes, como la agresividad, falta de atencion, desobediencia y conducta
delictiva y la preferencia por métodos altamente letales son factores de riesgo
especificos para la muerte masculina por suicidio. Mientras que las mujeres son mas
propensas a presentar trastornos internalizantes, que se refieren a las
manifestaciones de comportamientos ansiosos, depresivos y problemas somaticos
(Miranda-Mendizabal et al., 2019; Alarcén Parco & Barrig Jo, 2015).

Religion

Con respecto a la religion, se han obtenido resultados inconsistentes sobre la
asociacion entre religion y suicidio. Algunos estudios han reportado tasas de suicidio
mas bajas entre los individuos con alguna afiliacion religiosa, mientras que algunos
otros han encontrado que esta podria representar un factor de riesgo para suicidio
(Lawrence et al., 2016).
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Por lo anterior, se ha sugerido que su asociacion con el suicidio depende de varios
factores, como doctrina religiosa, afiliacion y participaciéon (Lawrence, Oquendo &
Stanley, 2016). Una reciente revision sistematica concluyo que la afiliacion religiosa y
la asistencia a servicios religiosos eran factores protectores para el intento suicida,
mas no para la ideacién suicida (Lawrence, Oquendo & Stanley, 2016).

La religion pudiera actuar como un factor protector contra el comportamiento suicida
porque puede ayudar a los individuos a sobrellevar mejor el estrés, reducir la
incidencia de depresidon y abuso de sustancias, a mejorar el apoyo social y
proporcionar fuentes de esperanza (Cook, 2014; Koenig et al., 2012).

Apoyo social

El apoyo social es cualquier accion que lleva a un individuo a creer que es atendido,
amado, estimado y miembro de una red de obligaciones mutuas (Cobb, 1976). Este
factor se ha asociado a un menor riesgo de ideacién e intento suicida (Kleiman & Liu,
2013; Chioqueta & Stiles, 2007). El efecto protector del apoyo social puede mediarse
por la presencia de otros individuos que pudieran ayudar a enfrentar eventos
estresantes y dificultades asociadas con la psicopatologia, asi como la impulsividad,
lo que puede reducir el riesgo de suicidio (Kleiman & Liu, 2013; Kleiman et al., 2012).

Otros factores demogréficos

Otros factores demograficos que se han asociado con la conducta suicida son la
ocupacion, el estatus de empleo y el estado marital (Mink et al., 2015; Stack, 2001;
Voss et al., 2004). Se han encontrado mayores tasas de suicidio en individuos que
desempenan ciertas profesiones como veterinarios, farmacéuticos, dentistas,
médicos, enfermeras, militares y granjeros (Hawton et al., 2011; Roberts, Jaremin &
Lloyd, 2013; Mink et al., 2015; Mahon et al., 2005).

Se ha identificado que el acceso a un medio para cometer suicidio (productos
farmacéuticos o armas de fuego) y la exposicién a condiciones de trabajo estresantes
son determinantes importantes de las tasas de suicidio en la mayoria de las
ocupaciones con alto riesgo suicida (Roberts, Jaremin & Lloyd, 2013; Mann et al.,
2005; Mahon et al., 2005; Milner et al., 2013; Nishimura et al., 2004).

El desempleo, particularmente durante mas de seis meses y la jubilacién temprana
se han asociado con un mayor riesgo de suicidio (Schneider et al., 2011). Entre las
posibles explicaciones para esta asociacidén se encuentran que el desempleo podria
aumentar el impacto de los eventos estresantes de la vida, asi como el riesgo de
factores precipitantes de una crisis suicida, como las enfermedades mentales y
dificultades financieras (Blakely, Collings & Atkinson, 2003). Ademas, la falta de
independencia econdmica como resultado del desempleo podria reducir la posibilidad
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de utilizar los servicios sociales y de salud de manera adecuada, lo cual podria
dificultar el tratamiento de los trastornos mentales, en caso de haberlos (Preti, 2003).

Se ha encontrado que los individuos casados presentan menores tasas de suicidio en
comparacién con aquellos individuos solteros, divorciados y viudos (Smith, Mercy &
Conn, 1988; Kposowa, 2000). Se ha sugerido que el matrimonio proporciona
estabilidad social y emocional, ademas de brindar integracidn social, cohesion
comunitaria y reducir el aislamiento social (Kposowa, Breault & Singh, 1995; Breault,
1986; Kposowa, 2000). Lo anterior mediaria el efecto protector del matrimonio contra
el suicidio.

Factores proximales

Eventos recientes

Los eventos recientes de la vida que confieren estrés agudo pueden actuar como
desencadenantes del suicidio (Yen et al., 2005). Esta asociacion ha sido identificada
en estudios de autopsia psicoldgica para eventos ocurridos en los tres meses previos
al suicidio, particularmente una semana previa (Cooper et al., 2002). Entre los eventos
temporalmente asociados al suicidio se encuentran el rechazo social (Cheek et al.,
2020), separacion de la pareja sentimental (Cupina, 2009), otros conflictos
interpersonales, problemas legales y financieros (Beautrais et al., 1997).

Las experiencias de desastres naturales, guerras y conflictos civiles también pueden
aumentar el riesgo de suicidio debido a su impacto en el bienestar social, la salud, la
vivienda, empleo y seguridad financiera (OMS, 2015). Paraddjicamente, las tasas de
suicidio pueden disminuir durante e inmediatamente después de un desastre o
conflicto, pero esto varia entre diferentes grupos de personas. Esta disminucion
puede deberse a las necesidades emergentes para intensificar la cohesion social
(OMS, 2015).

Desesperanza

La desesperanza es un aspecto cognitivo que se caracteriza por la presencia de
atribuciones negativas sobre el futuro y la impotencia para mejorar las perspectivas
futuras (David Klonsky et al., 2012). Se ha identificado a la desesperanza como un
factor predictor de futura conducta suicida, incluyendo ideacion suicida, intento suicida
y muerte por suicidio (Kuo, Gallon & Eaton, 2004; David Klonsky et al., 2012).
Recientemente se ha sugerido que su papel como predictor de la conducta suicida
podria limitarse unicamente a una asociacion con la ideacion suicida (Qiu, Klonsky &
Klein, 2017). Por lo anterior, son necesarios mas estudios para aclarar la participacion
de la desesperanza dentro de la conducta suicida.
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Antecedentes de comportamiento suicida

Un antecedente personal de intento suicida es el factor predictivo con mayor
asociacion a muerte por suicidio (Hawton & Heeringen 2009; Jollant et al., 2011). Se
ha sugerido que las categorias dentro del comportamiento suicida representan un
espectro continuo (Have et al., 2009). Ademas, se ha identificado una transicion entre
estas categorias, por ejemplo, un estudio reporté que el 60% de las transiciones de
ideacidn suicida a intento de suicidio ocurrieron dentro del primer afio de inicio de la
ideacion (Nock et al., 2008).

Psicopatologia

Varios estudios de autopsia psicologica han confirmado la asociacion entre el suicidio
y la presencia de trastornos mentales. La conocida revision de Fleischmann et al.
(2005), reportd que el 88.6% de los individuos que fallecieron por suicidio sufria al
menos un trastorno mental, siendo los trastornos del estado de animo el diagndstico
mas frecuente (42.1%), seguidos muy de cerca por el trastorno por uso de sustancias
(TUS) (Fleischmann et al., 2005). Recientemente se han reportado tasas similares de
enfermedades mentales entre individuos que murieron por suicidio (Cho et al., 2016;
Turecki & Brent, 2016).

Suicidio y trastorno por uso de sustancias

Trastorno por uso de sustancias: generalidades

El trastorno por uso de sustancias (TUS) es el consumo problematico de una
sustancia que provoca un deterioro o malestar clinico significativo. La caracteristica
esencial de este trastorno es la asociacion de sintomas cognitivos, fisiolégicos y de
comportamiento que indican que la persona continua consumiendo la sustancia a
pesar de los problemas que esto conlleva (APA, 2013). El diagnéstico de trastorno
por consumo de sustancias se puede realizar sobre nueve clases diferentes de
drogas: alcohol, cafeina, cannabis, alucinégenos, inhalantes, opiaceos, sedantes
hipnéticos y ansioliticos, estimulantes (sustancias tipo anfetamina, cocaina y otros
estimulantes), tabaco, y otras sustancias (o sustancias desconocidas) (APA, 2013).

En la cuarta edicién del Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-IV) el abuso y la dependencia a sustancias eran dos diagnésticos separados
(Hasin et al., 2013; APA, 2002). Para la quinta edicion de este manual (DSM-5) los
criterios de abuso y dependencia fueron combinados en un solo trastorno, que el
trastorno por uso de sustancias. Ademas, se eliminé el criterio de problemas legales
y se anadio el criterio de ansia, anhelo (craving) a los criterios diagndsticos de los
trastornos por uso de sustancias (Hasin et al., 2013). En la Tabla 7, se muestra un
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resumen de los criterios diagndsticos del DSM-5 para el trastorno por consumo de
sustancias.

Tabla 7. Criterios para los trastornos por uso de sustancias segun el DSM-5
A. Consumo problematico de una sustancia que provoca un deterioro o malestar clinico significativo
y que se manifiesta por al menos 2 de los siguientes 11 hechos, en los Ultimos 12 meses:

1. Consumo de la sustancia con frecuencia en cantidades superiores o durante un tiempo mas
prolongado de lo previsto.

2. Deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar el consumo.

3. Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para conseguir la sustancia,
consumirla o recuperarse de sus efectos.

4. Craving a la sustancia, entendido como ansias, un poderoso deseo o necesidad de consumir
la sustancia.

5. Consumo de la sustancia que lleva al incumplimiento de las obligaciones

6. Consumo de la sustancia provoca abandono o reduccién de actividades

7. Consumo continuado de la sustancia a pesar de tener problemas sociales o interpersonales
recurrentes.

8. Consumo recurrente de la sustancia en situaciones que provocan un riesgo fisico

9. Consumo de la sustancia a pesar de tener conciencia de los problemas relacionados tanto
fisicos como psicolégicos

10. Tolerancia

11. Abstinencia

Dos 0 mas criterios en un periodo menor o igual a doce meses integran el diagndstico de trastorno
por uso de sustancias.
Modificado de DSM-5 (APA, 2013).

El TUS es una condicidn altamente prevalente, ya que se estima que mas del dos por
ciento de la poblacion mundial tiene algun TUS (Ritchie & Roser, 2019). Ademas, el
uso de sustancias es el principal factor de riesgo de muerte prematura en todo el
mundo, ya que estuvo asociado a 11.4 millones de muertes en 2017, superando el
numero de muertes atribuidas a todos los canceres (Degenhardt et al., 2018; Roth et
al., 2018).

Estudios en familias, gemelos y de adopcion han demostrado que la vulnerabilidad a
los TUS se encuentra influida por factores genéticos. En general, la heredabilidad de
los TUS se ha estimado en 40 a 60% (Hancock et al., 2018). Sin embargo, la
heredabilidad de los TUS varia de acuerdo con la sustancia y el sexo, por ejemplo, la
heredabilidad para el trastorno por uso de cocaina se ha estimado en 44% para
hombres y 65% para mujeres (Swendsen & Le Moal, 2011; Koob & Le Moa, 2006).
Mientras que la heredabilidad para el trastorno por uso de opiaceos se ha estimado
en un 33% para hombres y en 79% para mujeres; para el trastorno por uso de alcohol
es del 49% para hombres y 64% para mujeres (Swendsen & Le Moal, 2011; Koob &
Le Moa, 2006).

Los estudios de asociacion en TUS han permitido la identificacion de variantes y
regiones genéticas asociadas a estos trastornos, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Estudios de asociacion del genoma completo en suicidio
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, Etnicidad (# .
Plataforma E:Jt?;;argn?ees individuos \Ilc?cr:lia:stgéiggzso Referencia
P P estudiados)
a) Trastorno por uso de tabaco
Caucasica
(437),
lllumina Human1M-Duo 2939 afroamericana rs115765562 / Patel et al.,
BeadChip ’ (364), asiatica UGT2B10-UGT2A3 2015
(985), latina
(453)
MetaboChip 4548 rs114612145 / Ware et al.,
Affymetrix 6.0 ’ Caucasica UGT2B10 2016

HumanHap300-HH370,

HumanHap550, lllumina .- Thorgeirsson
610K_qua%, Aftymetrix 77,747 Caucasica rs215605 / PDEIC | '\ aﬁ, 010
500k, Perlegen 600k

HumanHap300-HH370,

HumanHap550, lllumina . rs6474412 / Thorgeirsson
610K-quad, Affymetrix 71,747 Caucasica CHRNB3 ot al. 2010
500k, Perlegen 600k

Caucasica
[llumina Human 1M-Duo 3365 (2,267); rs1451240 / Rice et al.,
beadchip ’ afroamericana CHRNB3 2012
(999)
lllumina 550K, Affymetrix Tobacco and
6.0, Affymetrix 500K, Genetics
lllumina, HumanHap300, 74,053 Caucasica rs3025343 / DBH c .
onsortium,
Perlegen 600K 2010
lllumina HumanHap550
lllumina 550K, Affymetrix Tobacco and
6.0, Affymetrix 500K, Genetics
lllumina, HumanHap300, 74,053 Caucasica rs6265 / BDNF c .
onsortium,
Perlegen 600K 2010
lllumina HumanHap550
lllumina Omni Express
array, lllumina Human1M- Caucasica
Duo array, lllumina 38.602 (28,677), rs910083 / Hancock, et
Human610K array, lllumina ’ afroamericana DNMT3B al., 2018
HumanOmni1-Quad array, (9,925)
lllumina HumanHap550v3
lllumina 550K, Affymetrix Tobacco and
6.0, Affymetrix 500K, Genetics
lllumina HumanHap300, 74,053 Caucasica rs3733829 / EGLN2 c :
. onsortium,
Perlegen 600K, Illlumina 2010
HumanHap550
. . . rs57342388 / Wain et al.,
Affymetrix Axiom array 48,931 Caucasica NOLAL 2015
lllumina HumanHap550v3,
Ilumina HumanOmni1-
Quad, llumina Human1M- 17,074 Caucasica r$2273500 / Hancock et
. CHRNA4 al., 2015
Duo, lllumina Human1M-
Duo
b) Trastorno por uso de alcohol
Caucasica
71,071
Aff ix Axi 110266 afrc()an’woeric):.:lna rs1799876 / Jorgenson et
ymetrix Axiom , (2,475), asidtica SERPINC1 al., 2017
(6,064), latina
(7,047)
Illumina 318k, llluminabk,
lllumina 370k,
Affymetrix250K, lllumina . Schumann
OmniExpress, HUMan670- 70,460 Caucasica rs780094 / GCKR etal. 2016
QuadCustom lllumina
BeadChip, Affymetrix 6.0,
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lllumina CytoSNP12 v2,
Illumina 670k

Illumina 318Kk, lllumina6k,
lllumina 370k,
Affymetrix250K, lllumina

OmniExpress, Human670- - Schumann
QuadCustom lllumina 70,460 Caucasica rs11940694 / KLB ctal, 2016
BeadChip, Affymetrix 6.0,
lllumina CytoSNP12 v2,
Illumina 670k
Affymetrix UK Biobank Clarke et al
Axiom y Affymetrix UK 112,117 Caucasica rs11940694 / KLB 2017 ”
BiLEVE Axiom
Caucasica
(71,071),
. . afroamericana rs11128951 / Jorgenson et
Affymetrix Axiom 110,266 (2,475), asiética SGOL1 al., 2017
(6,064), latina
(7,047)
Affymetrix UK Biobank 145452708/ | Clarke et al
Axiom y Affymetrix UK 112,117 Caucasica re .
BILEVE Axiom ADH1B-ADH1C 2017
Caucasica
(71,071),
Affymetrix Axiom 110,266 (;f;‘%’;“e;;‘f:t':fa rs6943555 / AUTS2 Jog?fgzﬂ'} et
(6,064), latina
(7,047)
Caucasica
(71,071),
Affymetrix Axiom 110,266 (gf;"?%’;“‘zrg:;fa rs671/ ALDH2 Jog?_‘fg%‘i”? et
(6,064), latina
(7,047)
Affymetrix 5.0 1,721 Asiatica rs2074356 / ALDH2 Bag‘oﬁt1a"’
¢) Trastorno por uso de mariguana
lllumina Human1M 3,053 Caucasica | 30004955 /BPTF | Agrawal et
sociacion nominal al., 2014
317K, HumanCNV370-
Quadv3, - . Verweij et
HumanCNV370v1, 10,091 Caucasica Ninguno al., 20113
Human610-Quad
lllumina HumanHap550,
Illumina 610K-quad,
Affymetrix 6.0, llumina,
OmniExpress, lllumina
Human370CNV, lllumina Strinaer et
670K, lllumina 32,330 Caucasica Ninguno al 2016
HumanOmni1-Quad, "
Affymetrix 6.0, Perlegen-
Affymetrix 5.0, lllumina
660, lllumina 1M, lllumina
370K
lllumina HumanHap550,
lllumina 610K-quad, Minica et al
Affymetrix 6.0, llumina 6,744 Caucasica Ninguno 2015 "
OmniExpress, lllumina
Human370CNV
rs143244591 /
llumina HumanOmni1- Caucasica RP11-206M11.7,
Quad v1.0 14 754 (8,754); rs146091982 / Sherva et
lllumina Infinium Human ’ afroamericana SLC35G1, al., 2017
Core Exome (6,000) rs77378271/
CSMD1
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d) Trastorno por uso de estimulantes
Affymetrix GeneChip 580 Asiatica Ninguno Ug'o%t;"'
Affymetrix 5.0 y 6.0 1,150 Asiatica Ninguno Ikeggg*al.,
Afymetrix 6.0 381 Caucasica | rs472402 / SRD5AL Hagoﬁtza"'
e) Trastorno por uso de opioides
rs2952768 / 2q33.3
Infinium assay |l 355 Asiatica asomado'a rhayores Nishizawa et
requerimientos al., 2014
anestésicos
. . L rs73568641 /
lllumina HumgnOmnH- Caucasm.:a OPRM1 asociado a .
Quad_v1.0 microarray, 1978 (1,437); dosis terapéutica de Smith et al.,
lllumina Human Core ’ afroamericana P 2017
Exome (541) metadorja en
afroamericanos

*Metanfetamina
Neurobiologia de los trastornos por uso de sustancias

Similar a otros trastornos psiquiatricos, la vulnerabilidad a los TUS es resultado de
interacciones complejas entre factores biologicos (genéticos, epigenéticos y
neuroanatomicos), factores sociales y ambientales (sistemas sociales y culturales,
estrés, trauma, exposicion a reforzadores) (Volkow & Boyle, 2018).

En los ultimos afos, se han caracterizado los cambios neurobiolégicos asociados a
los TUS. Se han identificado cambios en la estructura y funciéon cerebral que
representan una adaptacién al consumo continuo de sustancias. Estos cambios
neuroadaptativos incluyen una mayor relevancia de los incentivos (consumo de la
sustancia), disminucién de la recompensa cerebral y aumento del estrés y funcion
ejecutiva comprometida (Uhl, Koob & Cable, 2019).

Estos cambios neuroadaptativos se manifiestan en las tres etapas en las que se ha
dividido el ciclo de la adiccién:

i. Intoxicacion aguda. El individuo consume una sustancia y experimenta sus
efectos gratificantes o placenteros. El circuito de recompensa (nucleo
accumbens), y el sistema dopaminérgico y de opioides desempefan un papel
clave en los efectos gratificantes de la sustancia utilizada. La liberacion de
dopamina (junto con la activacién del sistema de opioides) y la liberacion de
glutamato pueden eventualmente desencadenar cambios en el cuerpo estriado
dorsal, estructura involucrada en la formacion de habitos (Koob & Le Moal,
1997; U.S. Department of Health and Human Services, 2016).

ii. Abstinencia. El individuo experimenta un estado emocional negativo en
ausencia de la sustancia. Esta etapa implica una disminucién en la funcién del
sistema de recompensa cerebral y la activacidon de la respuesta al estrés en la
amigdala. Estos fendbmenos subyacen al estado emocional negativo asociado
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con la abstinencia (Koob & Le Moal, 1997; U.S. Department of Health and
Human Services, 2016).

iii. Anticipacion. El individuo busca la sustancia nuevamente después de un
periodo de abstinencia. Esta etapa del ciclo de adiccion se caracteriza por una
interrupcion de la funcion ejecutiva causada por una corteza prefrontal
comprometida (Koob & Le Moal, 1997; U.S. Department of Health and Human
Services, 2016).

Asociacion entre suicidio y trastorno por uso de sustancias

Una de las principales causas de muerte entre los pacientes con TUS es el suicidio
(SAMHSA, 2008). La asociacion entre suicidio y TUS ha sido evidenciada por diversos
estudios epidemioldgicos y de autopsia psicologica (Borges, Walters & Kessler, 2000;
Borges & Loera, 2010; Abdalla et al., 2019; Fleischmann et al., 2005; Cho et al., 2016;
Turecki & Brent, 2016). Se estima que los individuos con trastorno por uso del alcohol
tienen casi diez veces mayor riesgo de morir por suicidio, mientras que los individuos
con trastorno de uso a otras sustancias tienen aproximadamente catorce veces mayor
riesgo de morir por suicidio en comparacion con la poblacion general (Wilcox, Conner
& Caine, 2004).

La neurobiologia de la asociacion entre suicidio y TUS no ha sido aclarada (Yuodelis-
Flores & Ries, 2015). Sin embargo, los suicidas con TUS han exhibido alteraciones
bioquimicas y estructurales del cerebro (Yuodelis-Flores & Ries, 2015). Dichas
alteraciones incluyen un aumento en la densidad de las células gliales en la corteza
del cingulo anterior en los suicidas dependientes del alcohol en comparacién con los
suicidas que no eran dependientes del alcohol (Hercher et al., 2009).

Del mismo modo, se ha observado una menor actividad de la monoaminooxidasa,
una mayor densidad del receptor 1 para cannabinoides y una menor union del
receptor alfa-adrenérgico en la corteza prefrontal de los suicidas con trastorno por uso
de alcohol en comparacion con individuos no suicidas con el mismo trastorno
(Gotttries et al., 1975; Underwood, Mann y Arango, 2004; Vinod et al., 2005).

Aunque los sujetos con TUS tienen un mayor riesgo de conducta suicida, la mayoria
de los estudios post mortem de expresidon génica en suicidio han excluido a este grupo
de pacientes, ya que se ha considerado el TUS como un factor confusor (Fiori &
Turecki, 2010). El estudio de diferencias en la expresion génica en el cerebro de
suicidas con y sin TUS se ha limitado a los genes que codifican para los receptores
serotoninérgicos 1Ay 2A (5HT1A, 5-HT2A) y el transportador de serotonina (SERT)
(Thompson et al., 2012). Por lo tanto, se sabe poco sobre la base molecular de la
asociacion entre el TUS y el comportamiento suicida.
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Solo unos pocos estudios de expresion génica post mortem en suicidio han incluido
individuos con TUS y han utilizado distintos abordajes para el analisis de los datos
procedentes de individuos con este trastorno:

i. identificacion de genes cuya expresion esta influenciada por el uso de
sustancias. Dos estudios identificaron multiples sondas cuya expresion estuvo
influenciada por el uso de alcohol o cocaina en la corteza prefrontal ventral
(Klempan et al., 2009), el sistema limbico y el giro cingulado posterior
(Sequeira et al., 2007) en suicidas con DM de origen franco-canadiense.

ii. inclusibn de TUS como variable dentro del anadlisis estadistico. Kim vy
colaboradores incluyeron el uso de drogas o alcohol en sus modelos
estadisticos, sin encontrar una asociacion entre el abuso de sustancias y
expresion diferencial de genes en el area 46 de Brodmann (Kim et al., 2007).

iii. analisis del efecto del uso de sustancias en modelos animales. Ernst y
colaboradores estudiaron los efectos del alcohol en los genes identificados
como expresados diferencialmente en una muestra franco-canadiense mas
grande y en un modelo murino de uso agudo y crénico de alcohol, descartando
que los resultados en el estudio se debieran al uso de sustancias (Ernst et al.,
2011).

Estos abordajes han permitido descartar la influencia de TUS en los resultados
obtenidos en estos estudios, mas no permiten analizar el efecto de la interaccion entre
TUS vy suicidio. El uso de estos métodos es razonable debido al enfoque de la gran
mayoria de los estudios post mortem de expresion génica en suicidio en otros
trastornos psiquiatricos, como el trastorno de depresién mayor (DM), trastorno bipolar
(TB) y esquizofrenia (SZ). Sin embargo, los individuos con TUS, que también
presentan alto riesgo suicida deben ser estudiados en el contexto del suicidio para
poder entender la asociacion entre ambas condiciones.

Corteza prefrontal en suicidio y trastorno por uso de sustancias

La corteza prefrontal es la regién del cerebro responsable de la toma de decisiones,
la inhibicién y la memoria a corto plazo, funciones que se han encontrado alteradas
en individuos con comportamiento suicida (Raust et al., 2007; Richard-Devantoy,
Berlim & Jollant, 2014). Los cambios estructurales y funcionales en la corteza
prefrontal, especificamente la corteza dorsolateral prefrontal, asi como las
alteraciones en las capacidades cognitivas asociadas con la regién prefrontal, se han
identificado en individuos con comportamiento suicida y en individuos con TUS
(Goldstein & Volkow, 2011). Por lo tanto, es de particular interés evaluar la expresion
génica en esta region cerebral en suicidas con y sin TUS, a fin de tener una mejor
comprensién de la interaccion entre el suicidio y el TUS.
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Patologia dual

La co-ocurrencia de al menos un trastorno por uso de sustancias (TUS) y uno o mas
trastornos mentales en un individuo se conoce como patologia dual (Center for
Substance Abuse Treatment, 2005). Se ha estimado una prevalencia a lo largo de la
vida entre el 20 y el 50% en la poblacion general para la patologia dual (Regier et al.,
1990; Kessler et al., 1996; Carra et al.,, 2012). Esta co-morbilidad es aun mas
prevalente en individuos con TUS que se encuentran bajo tratamiento en unidades de
atencion hospitalaria, es decir, poblacidén en tratamiento, en los que la prevalencia a
lo largo de la vida se ha estimado entre 50 y 75% (Weaver et al., 2003; SAMHSA,
2005; Nubukpo et al., 2016; Marin Navarrete & Szerman, 2015).

Se ha sugerido que la patologia dual implica la interaccién de ambos trastornos lo que
produciria un efecto sinérgico (Kelly y Daley, 2013). Los pacientes con patologia dual
tienen un mayor riesgo de presentar resultados clinicos adversos, como pobre
adherencia al tratamiento, mayores tasas de recaida y mayor numero de
hospitalizaciones, mayor severidad de los sintomas psiquiatricos, y tasas mas altas
de muerte prematura en comparacién con los pacientes con un solo trastorno mental
(Ringen et al., 2008; Volkow, 2009).

Una de las causas de muerte prematura entre los pacientes con patologia dual es el
suicidio. Los pacientes con patologia dual tienen un mayor riesgo de comportamiento
suicida en contraste con los pacientes con una sola enfermedad mental (Abroms &
Sher, 2016; Restrepo et al., 2018). Se ha encontrado que los TUS son un predictor
de futuros intentos suicidas en pacientes con trastorno bipolar (Tolliver & Anton, 2015;
Abroms & Sher, 2016), y el riesgo suicida de pacientes con trastorno bipolar en
comorbilidad con trastorno por uso del alcohol es dos veces mayor que el de aquellos
pacientes que presentan solo trastorno bipolar (Dalton et al., 2003; Abroms & Sher,
2016).

A pesar de que los individuos con patologia dual se consideran como pacientes con
alto riesgo suicida, los estudios sobre la neurobiologia de esta asociacion son escasos
(Balhara, Kuppili y Gupta, 2017). Zai y colaboradores reportaron una asociacién entre
las variantes de un solo nucledétido (SNV) rs183294 y rs209356 del gen GABRG2 (que
codifica para la subunidad del receptor de acido gamma-aminobutirico gamma-2) e
intento de suicidio en pacientes con trastorno por uso del alcohol (Zai et al., 2014).
Mas estudios son necesarios para mejorar nuestro entendimiento de las bases
efectos a nivel bioldgico de la patologia dual en el contexto del suicidio.

Justificacion

A pesar de que los individuos con TUS y patologia dual tienen un alto riesgo suicida
en comparacion con la poblaciéon general, éstos han sido poco estudiados en los
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estudios post mortem de expresion génica en suicidio. La evaluacion de alteraciones
en la expresion génica en todo el transcriptoma de la corteza prefrontal dorsolateral
nos aportara un mejor entendimiento de la fisiopatologia del suicidio en individuos con
TUS y patologia dual.

Objetivo general

Identificar diferencias en el perfil de expresion génica en la corteza prefrontal
dorsolateral entre suicidas con y sin TUS, asi como con patologia dual en
comparaciéon con individuos que fallecieron por causas distintas al suicidio con y sin
TUS.

Objetivos especificos

1. Colectar muestras post mortem de la corteza prefrontal dorsolateral de suicidas con
y sin TUS, asi como de no suicidas con y sin TUS.

2. Colectar informacién clinica y demografica del expediente médico-legal de los
individuos cuya muestra fue colectada en un paso anterior.

3. Evaluar el perfil de expresién génica de la corteza prefrontal dorsolateral de los
individuos cuya muestra fue analizada por medio de microarreglos.

4. Comparar el perfil de expresion génica de la corteza prefrontal dorsolateral entre
suicidas con TUS, suicidas sin TUS, no suicidas con TUS y no suicidas sin TUS.

5. Comparar el perfil de expresion génica de la corteza prefrontal dorsolateral entre
suicidas con patologia dual con el de suicidas con un solo trastorno.

Hipotesis

Si el suicidio y los TUS han demostrado influir en la expresién génica por separado,
entonces la interacciéon de ambas condiciones tendra un efecto distinto sobre la
expresion geénica distinto al observado con solo una de estas condiciones. Por lo
tanto, el perfil de expresion génica en la corteza prefrontal dorsolateral de suicidas
con TUS sera distinto al de individuos con solo una de estas condiciones (suicidas sin
TUS y no suicidas con TUS). Ademas, los sujetos con TUS vy trastornos del animo
(patologia dual) también presentaran un perfil de expresion génica en la corteza
prefrontal dorsolateral distinto al de los individuos con una sola patologia, ya sea TUS
o trastornos del animo.
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Métodos y materiales

Consideraciones éticas

Todos y cada uno de los procedimientos que se realizaron en este estudio fueron
revisados y aprobados por la Comité de Etica en Investigaciéon del INMEGEN con el
No. de dictamen CEI 2016/33, asi como por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Los dictdmenes de aprobacion de ambos comités de ética se
encuentran en el Anexo A.

Sujetos y muestras

Se obtuvieron muestras post mortem de cerebro, del Instituto de Ciencias Forenses
(INCIFO) del Tribunal Superior de Justicia en la Ciudad de México, de suicidas y no
suicidas fallecidos en el afio 2016 en la Ciudad de México. Los suicidas fueron
definidos como aquellos individuos cuya muerte fue a causa de lesiones
autoinfligidas, que corresponden a los codigos X60 — X84 de la Clasificacion
Internacional de Enfermedades, Décima Revision (CIE-10). Los no suicidas fueron
aquellos individuos que tuvieron una muerte no autoinfligida sin un periodo de estado
agonal o prolongado.

Las muestras de tejido cerebral fresco del area de Brodmann 9, que corresponde a la
corteza prefrontal dorsolateral se disectaron utilizando el giro frontal medio y el surco
precentral como referencias anatdomicas. Las muestras fueron conservadas en
RNAlater, un reactivo de estabilizacion de RNA (Qiagen, Singapur) a —80° C hasta su
uso.

Con el fin de obtener la informacién sociodemografica y clinica de los individuos cuyas
muestras se colectaron previamente, se recopild informacién del expediente médico
legal de cada individuo. El expediente médico legal contenia los siguientes elementos:
a) informacion demografica, b) informe de autopsia, c) descripcion de las
circunstancias de la muerte, d) informe de toxicologia, e) informes policiales, f) notas
médicas y psiquiatricas, g) nota de suicidio en caso de haberla, h) testimonios de
familiares y testigos del fallecido, i) registros clinicos en caso de que el individuo haya
recibido atencion médica, y j) certificado de defuncion.

Se realiz6é una estimacion diagndstica de cada individuo con los datos obtenidos del
expediente médico-legal, con el fin identificar el probable padecimiento psiquiatrico,
en caso de haberlo, de cada individuo. Un diagndstico por consenso fue realizado por
un patodlogo, un psicélogo y un psiquiatra. Este diagndstico se basoé en los criterios de
la quinta edicién del Manual Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-
5) (APA, 2013). El diagnéstico fue revisado y confirmado por un psiquiatra
independiente.
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Los individuos fueron clasificados de acuerdo con su causa de muerte (suicidas y no
suicidas) y diagnostico de TUS (con TUS y sin TUS) en los siguientes grupos: i)
suicidas con TUS, ii) suicidas sin TUS, iii) no suicidas con TUS y iv) no suicidas sin
TUS. Los individuos fueron excluidos del estudio si la informacién contenida en su
expediente médico-legal era insuficiente para realizar el diagnostico por consenso.
Una vez iniciado el estudio, las muestras que no cumplieron con los requerimientos
para ser procesadas en pasos subsecuentes fueron eliminadas del estudio. Los
criterios de inclusidén, exclusion y eliminacidén para cada uno de los grupos se enlistan
en la Tabla 9.

Tabla 9. Criterios de seleccién para los grupos de comparacién de este estudio
Criterios de inclusién para el grupo suicidas con TUS

= Muerte por suicidio

= Originarios y residentes de la Ciudad de México

= Diagnéstico de TUS de acuerdo con el diagnéstico por consenso
Criterios de inclusién para el grupo suicidas sin TUS

= Muerte por suicidio

= Originarios y residentes de la Ciudad de México

= Sin diagndstico de TUS de acuerdo con el diagnéstico por consenso
Criterios de inclusién para el grupo de no suicidas con TUS

= Muerte por causa distinta al suicidio

= Originarios y residentes de la Ciudad de México

= Diagnéstico de TUS de acuerdo con el diagnéstico por consenso
Criterios de inclusién para el grupo de no suicidas sin TUS

= Muerte por causa distinta al suicidio

= Originarios y residentes de la Ciudad de México

= Sin diagndstico de TUS de acuerdo con el diagndéstico por consenso
Criterios de exclusion para todos los grupos

= Informacién insuficiente en el expediente médico-legal para realizar la aproximacion
diagnéstica
Criterios de eliminacién paratodos los grupos

= RNA en concentracion minima de <50 ng/ul
= RNA degradado de acuerdo con su visualizacién en un gel de agarosa al 1%
= RNA con RIN menor que 5

Diferencias con respecto a variables categoéricas entre los grupos, como el sexo, se
evaluaron mediante la prueba exacta de Fisher, mientras que las diferencias con
respecto a variables continuas, como la edad y el intervalo post mortem fueron
evaluadas mediante pruebas de analisis de la varianza (ANOVA).

Aislamiento de RNA

El aislamiento de RNA se realiz6 con el paquete comercial RNeasy Lipid Tissue Mini
Kit de Qiagen™ siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en un
método de extraccion de acidos nucleicos que integra lisis celular con fenol-tiocianato
de guanidinio (QIAzol) seguida de purificacion del RNA por medio de membranas de
silice dispuestas en columnas. Un resumen de este procedimiento se ilustra en la
Figura 11.
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Figura 11. Resumen del protocolo para aislamiento de RNA de tejido cerebral con el RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
de Qiagen™. Modificado de: https://www.giagen.com/ch/resources/resourcedetail?id=7f13ac1a-841d-4e9b-b39d-
42fe71b3d585&lang=en

Las instrucciones completas de este procedimiento contenidas en el manual
proporcionado por el fabricante de RNeasy Lipid Tissue Mini Kit se enlistan a
continuacion:

Instrucciones para el aislamiento de RNA

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Colocar un fragmento de tejido de la corteza prefrontal dorsolateral de cada
muestra de aproximadamente 0.5 cm?® en un tubo de 1.5 ml. Centrifugar a 1,000
gs (gravedades) durante 5 minutos a una temperatura de 4°C.

Retirar el RNAlater en el que se encuentra contenida la muestra con una pipeta.
Pesar 100mg de tejido de la corteza prefrontal dorsolateral de cada muestra.
Fragmentar el tejido con un bisturi hasta obtener una masa homogénea.
Colocar el tejido fragmentado en un tubo de 1.5 ml y afiadir 1 ml de reactivo de
lisis QlAzol en cada tubo. Pipetear continuamente hasta homogeneizar la
mezcla. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Anadir 200 ul de cloroformo y agitar vigorosamente por 15 segundos. Incubar
durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 8,000 gs durante
15 minutos a una temperatura de 4°C.

Visualizar la separacion de dos fases: una superior que es acuosa Yy
transparente y una inferior que es turbia de color blanquecino. Transferir la fase
acuosa a un nuevo tubo de 1.5 ml.

Anadir un volumen de etanol al 70% y vortexear.

Transferir 700 uyl de muestra a un tubo de 2 ml con columna. Centrifugar a
8,000 gs durante 15 segundos a temperatura ambiente.

Repetir el paso 8 hasta haber transferido el total de la muestra.

10) Anadir 700 yl de amortiguador RW1 al tubo con la columna donde se

encuentra la muestra. Centrifugar a 8,000 gs durante 15 segundos a
temperatura ambiente.

11) Anadir 500 pl de Buffer RPE al tubo con la columna donde se encuentra la

muestra. El amortiguador RPE fue preparado de acuerdo con el procedimiento
descrito en el Anexo B. Centrifugar a 8,000 gs durante 15 segundos a
temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.
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12) Anradir 500 pl de Amortiguador RPE al tubo con la columna donde se

encuentra la muestra. Centrifugar a 8,000 gs durante dos minutos a
temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.

13) Colocar la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml. AAdadir 30-50 pl de agua libre

de RNAasas. Centrifugar a 8,000 gs durante un minuto a temperatura
ambiente.

La funcién de cada uno de los agentes utilizados en la extraccion de RNA se enumera
a continuacion:

El tiocianato de guanidinio es un agente caotropico, es decir que, altera la red
tridimensional del agua, por lo que modifica la interaccién del agua con
macromoléculas como las proteinas, llegando incluso a desnaturalizarlas y/o
disolverlas (Farrell, 2010). La disrupcién y disolucion de la membrana celular
libera los acidos nucleicos contenidos en las células del tejido procesado.
Ademas, desactiva las nucleasas (RNAasas y DNAasas) que degradan los
acidos nucleicos (Farrell, 2010).

El fenol tiene menor polaridad que el agua, lo que hace que los acidos
nucleicos que son altamente polares debido a las cargas negativas del fosfato
presente en su estructura no se disuelvan al entrar en contacto con el fenol y
permanezcan en la fase acuosa (Oswald, 2016).

La adicién de cloroformo permite una correcta separacion de fases, donde las
proteinas se encuentran en la fase organica y el RNA permanece en la fase
acuosa, que es colectada (Rio et al., 2016a).

El etanol en conjunto con sales anadidas a la fase acuosa previamente
colectada provoca la precipitacion de los acidos nucleicos. EI RNA es
inherentemente hidrofilico; es decir que se disuelve facilmente en agua. Sin
embargo, su hidrofilia se reduce por la presencia de sales (cloruro de litio) a
pH acido y se reduce aun mas, hasta el punto de precipitacion, mediante la
adicién de etanol (Rio et al., 2010b).

Bajo estas condiciones hidrofébicas conseguidas por medio de las sales y el etanol,
al pasar los acidos nucleicos a través de una columna con membrana de silice, los
acidos nucleicos se unen perfectamente a ella. Las proteinas, metabolitos y otros
contaminantes no se unen a la columna y, por lo tanto, son eliminados de la muestra
durante los pasos de lavado (Almansa, 2013).

La concentracion y pureza de los RNA aislados fueron evaluadas por medio de
espectrofotometria utilizando el NanoDrop1000 a partir de 1 uL de muestra (Thermo,
Waltham, MA, EUA). La espectrofotometria estd basada en el principio de absorcién
de radiacion electromagnética de todas las moléculas a una longitud de onda
especifica dentro del espectro de la luz ultravioleta, a partir de la cual es posible
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extrapolar la concentracion de un soluto en una solucion, de acuerdo con la ley de
Lambert-Beer que indica una relacién lineal entre la absorbancia y concentracién de
un soluto en solucién (Diaz et al., 2008).

La cuantificacién del RNA fue determinada por su absorbancia a una longitud de onda
de 260nm. Se determind la pureza en cada muestra, al estimar la cantidad de sales
caotrépicas y proteinas por medio de las relaciones A260/A230 y A260/A280,
respectivamente (Sambrook & Russell, 2001). Ambas relaciones deben tener valores
entre 1.8 y 2.1, lo que indica que el RNA se encuentra libre de contaminantes
(Almansa, 2013).

La integridad del RNA aislado fue evaluada por medio de electroforesis en geles de
agarosa al 1%. La electroforesis es una técnica utilizada para separar fragmentos de
macromoléculas por su tamafio molecular y carga al aplicar una corriente a través de
un gel de agarosa (Khan Academy, 2018). La agarosa es polimero lineal de galactosa
y 3,6-anhidrogalactosa, que al solidificar forma una malla tridimensional a través de
la cual viajan las moléculas de interés (Checa Rojas, 2017; Khan Academy, 2018). En
el caso de los fragmentos de RNA, que tienen una carga negativa uniforme, migran
hacia el anhodo con carga positiva y son separados solamente por su peso molecular
(Lee et al., 2012).

Para preparar el gel de agarosa al 1%, 300 mg de agarosa Promega (PROMEGA®,
EUA) fueron disueltos en 30 ml de amortiguador TAE 1X (Tris-Acetato EDTA). El
amortiguador TAE 1X fue preparado a partir de una solucion concentrada de TAE
50X, que fue almacenada a temperatura ambiente (previa esterilizacion en autoclave)
y diluida con agua destilada antes de cada electroforesis para lograr la concentracion
de uso (Fierro, 2014). La solucion 50X de TAE fue preparada de acuerdo con el
procedimiento descrito en el Anexo B.

La mezcla de agarosa y amortiguador TAE fue colocada en un matraz de 250 ml y
calentada en un horno de microondas hasta lograr su completa disolucion.
Posteriormente, la mezcla se dejo enfriar un poco sin solidificar y se agregé 1 ul de
colorante Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Alemania). Este colorante
emite fluorescencia al unirse con los acidos nucleicos, lo que permite su visualizacién
al finalizar la electroforesis. La mezcla se vertioé en la charola para gel incluida en la
camara de electroforesis (NESS 5000 HM), colocada dentro un soporte de
inmovilizacién, en la que previamente se verificd que tuviera una superficie horizontal
nivelada y la ausencia de fugas. Luego, se colocd un peine para formar los pozos
donde se depositarian las muestras en pasos subsecuentes (Checa Rojas, 2017).
Posteriormente, la mezcla se mantuvo en el soporte a temperatura ambiente hasta
que ésta se polimerizé (Checa Rojas, 2017).

Se colocd la charola con el gel de agarosa polimerizado dentro de la camara de
electroforesis de tal forma que los pozos estuvieran del lado correspondiente al catodo
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(con carga negativa). La camara de electroforesis se llen6 con suficiente amortiguador
TAE 1X hasta cubrir completamente el gel. Cada una de las muestras de RNA (200
ng/uL) fue mezclada con 2 uL de amortiguador de carga (Jena Bioscience, Alemania)
utilizando una lamina extensible de parafina. Esta mezcla fue colocada en cada uno
de los pozos del gel. El amortiguador de carga tiene una alta densidad, lo que permite
que la muestra se introduzca en el pozo del gel (Fierro, 2014). Ademas, contiene
colorante que permite visualizar la migracion de los acidos nucleicos durante el
proceso de electroforesis (Fierro, 2014). La camara de electroforesis fue cerrada y
conectada a una fuente de poder durante 45 minutos a un voltaje constante de 80
voltios (Checa Rojas, 2017).

Una vez terminada la electroforesis, el gel de agarosa fue retirado de la camara de
electroforesis y visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta a 300 nm
(Equipar, México).

Posteriormente, se evalud el RIN (numero de Integridad del RNA, RIN por sus siglas
en inglés, RNA integrity number) de cada una de las muestras con el equipo 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA). Este sistema utiliza la separacion
electroforética de las muestras en chips microfabricados, seguida de la deteccion de
fluorescencia inducida por laser para evaluar la integridad y concentracion de las
muestras de RNA (Mueller, Lightfoot & Schroeder, 2004). Posteriormente, el equipo
tiene un programa que genera un electroferograma que proporciona una evaluacion
visual detallada de la calidad de una muestra de RNA (Mueller, Lightfoot & Schroeder,
2004). A partir de las caracteristicas del electroferograma se realiza una prediccion
de la integridad del RNA (Schroeder et al., 2006). ElI RIN es reportado en un sistema
de numeracion del 1 a 10, siendo 1 el perfil mas degradado y 10 el mas intacto
(Schroeder et al., 2006). Solo aquellas muestras con una concentracion de RNA >50
ng/ul, adecuada integridad y RIN mayor o igual que 5, fueron hibridadas en el
microarreglo.

Sintesis de RNA biotinilado

EI RNA de cada muestra fue amplificado y purificado utilizando el kit TargetAmp-Nano
Labeling para microarreglos lllumina de Epicentre (EPICENTRE, Madison, EUA), con
el fin de obtener multiples copias de RNA biotinilado (Van Gelder, R. N. et al., 1990;
Epicentre, 2013). Este procedimiento puede dividirse en tres pasos:

i. Sintesis de primera cadena de DNAc. En este paso se gener6 DNA
complementario (DNAc) al RNA de cada una de nuestras muestras por medio
de transcripcion reversa (Epicentre, 2013).

ii. Sintesis de segunda cadena de DNAc. La cadena simple de DNAc fue

convertida en una doble cadena de DNA (dsDNA), que fue utilizada en un
proceso de transcripcion para crear multiples copias de dsDNA. En esta
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reaccion se utilizé una DNA polimerasa para sintetizar la segunda cadena de
DNAc y una RNAasa que degrado el RNA (Almansa, 2013; Epicentre, 2013).

iii.  Transcripcion in vitro. Posteriormente el dsDNA fue purificado y utilizado como
molde para la transcripcion de RNA complementario. En esta reaccion se utilizd
la RNA polimerasa T7 que es dependiente de DNA y nucleé6tidos marcados
con biotina. El marcaje con biotina transformé las moléculas de RNA en sondas
que pudieron ser reconocidas por un reactivo de deteccion durante la
hibridacién de las muestras con las sondas del microarreglo (Almansa, 2013;
Epicentre, 2013).

iv.  Purificacién del RNA biotinilado. Por ultimo, se realizé una purificacion del
RNACc para eliminar nucleétidos no incorporados, enzimas y fosfato inorganico
(Almansa, 2013; Epicentre, 2013).

Este procedimiento se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante, que se
resumen en la Figura 12.
AAAA

Sintesis de 1ra

l cebador TT-Oligo (dT)
hebra de DNAc

TTITT —

——————————AAMA
— TTIT—[17]

Sintesis de 2da 1
hebra de DNAc

AAAA —[T7]
TTTT —[T7]

Tralnsclrlpclon J Nucledtidos marcados
n vitro con biotina *

RNA marcado con biotina

Figura 12. Resumen de protocolo para sintesis de RNA biotinilado con el kit TargetAmp-Nano Labeling de
Epicentre. Modificado de: https://www.cambio.co.uk/0/451/22/products/targetamp-nano-g-biotin-aRNA-labelling-
kit-for-the-illumina-system/#tab-2

Las instrucciones completas de este procedimiento contenidas en el manual
proporcionado por el fabricante del kit TargetAmp-Nano Labeling se enlistan a
continuacion:

Sintesis de la primera cadena de DNAc
1. Combinar 25-500ng de RNA y 1 pl de cebador T7-Oligo (dT) hasta completar un
volumen total de 3 pl.
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2. Incubar a 65°C durante cinco minutos. Colocar en hielo al finalizar.

3. Agregar a cada reaccion: 15 ul de Premix para DNAc (1st-Strand cDNA PreMix),
0.25 pl de ditiotreitol (DTT) y 0.25 yl de transcriptasa reversa SuperScript Ill.

4. Mezclar e incubar a 50°C durante 30 minutos. Colocar en hielo al finalizar.

Sintesis de la segunda cadena de DNAc

5. Agregar a cada reaccion: 4.5 pl de PreMix para segunda cadena de DNAc (2nd-
Strand cDNA) y 0.5 yl de transcriptasa reversa para segunda cadena de DNAc (2nd-
Strand DNA Polymerase).

6. Mezclar e incubar a 65°C durante diez minutos.

7. Incubar a 80°C durante tres minutos. Centrifugar brevemente y colocar en hielo.

8. Incubar a -20°C durante toda la noche.

Transcripcion in-vitro

9. Agregar a cada reaccion: 2 pl de amortiguador de transcripcion T7, 3 ul de
UTP/Biotina-UTP, 10 pl de UTP/Biotina-UTP de Premix NTP, 3 ul de DTT, 2 pl de
RNA polimerasa T7.

10. Mezclar e incubar a 42°C durante cuatro horas.

11. Agregar 2 ul de DNAasa libre de RNAsas a cada reaccion.

12. Incubar a 37°C durante 15 minutos.

Purificacion de RNA biotinilado

13. Preparar 350 pl de solucién RLT/B-ME para cada muestra. Para esto, combinar 1
ml de amortiguador RLT y 10 ul de B-mercaptoetanol (B-ME).

14. Agregar a cada muestra: 48 ul de agua libre de RNAsas, 350 ul de solucion RLT/B-
ME, 250 ul de etanol al 100%.

15. Transferir la muestra a un tubo de 2 ml con columna. Centrifugar a 12,000 rpm
durante 15 segundos a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.

16. Agregar 650 pl de etanol al 100% a la columna. Centrifugar a 12,000 rpm durante
15 segundos a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.

17. Transferir la columna a un nuevo tubo de 1.5 ml.

18. Eluir el RNAc agregando 40 ul de agua libre de RNAsas en el centro de la
columna. Esperar un minuto. Centrifugar a velocidad maxima durante un minuto.

19. Repetir paso 18.

Hibridacién de RNA a microarreglos

Luego de la purificacion, se cuantifico la concentracion de RNA biotinilado por medio
de espectrofotometria utilizando el NanoDrop1000 a partir de 1 yL de muestra
(Thermo, Waltham, MA, EUA). Un total de 1,500 ng de RNA biotinilado de cada
muestra fueron hibridados en el microarreglo HumanHT-12 v4 Expression Beadchip
(Mlumina, Inc., San Diego, EUA) por 17 horas a 58°C.
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El microarreglo Illlumina HumanHT-12 v4 BeadChip contiene 47,231 sondas. Los
microarreglos de lllumina consisten en una serie de oligonucleétidos inmovilizados
por enlaces covalentes en microesferas de silice que se localizan en micropocillos en
la superficie del microarreglo (Almansa, 2013).

Cada una de las sondas del microarreglo posee una secuencia de 79 bases, de la
cual una secuencia de 50 bases (50mer), hibrida con el RNAc marcado y una
secuencia de 29 bases denominada address que identifica cada microesfera dentro
del array (Almansa, 2013; Rueda, 2014). Cada una de estas sondas tiene alrededor
de 30 réplicas dentro del microarreglo, que funcionan como réplica técnica de las
muestras (Rueda, 2014).

Posteriormente, se agrego estreptavidina marcada con el fluoréforo cianina (Cy3). La
estreptavidina es una proteina con elevada afinidad por la biotina que al estar unida
a un fluoréforo permitié la deteccién de las sondas que fueron hibridadas en el
microarreglo en pasos subsecuentes.

Los microarreglos fueron digitalizados en el escaner de microarreglos iScan (lllumina,
Inc., San Diego, EUA) inmediatamente después del protocolo. El iScan es un sistema
de alta resolucién, basado en un laser para la deteccion de fluorescencia en las
microesferas contenidas en el microarreglo. El laser excita el fluoréforo que se unio a
las sondas hibridadas y el escaner registra imagenes de alta calidad de la luz emitida
(Singh & Singh, 2015). Posteriormente, a partir de los archivos de imagen se
obtuvieron las intensidades de cada sonda que fueron transformadas en datos
numeéricos y almacenadas en un archivo de tipo IDAT para cada muestra (Smith et
al., 2013; Almansa, 2013).

Pre-procesamiento de los datos del microarreglo

Para su pre-procesamiento, los datos fueron preparados para poder aplicar los
métodos estadisticos utilizados en el analisis de expresion diferencial. Para esto, se
exportaron los archivos IDAT al ambiente R (R Core Team, 2013). Posteriormente, se
anotaron las 47,231 sondas contenidas en el microarreglo, asignando a cada una el
Entrez ID y el simbolo del gen correspondiente con el paquete lllumina Humanv4.db
de Bioconductor (Dunning, Lynch & Eldridge, 2015). De las sondas contenidas en el
microarreglo, 39,809 corresponden a sondas que detectan RNA codificante y 3,961 a
sondas que detectan RNA no codificante.

Realizamos una correccién del fondo de los datos con el método normexp con una
estimacion de maxima probabilidad mle en el paquete limma, esto con el fin de
corregir los datos para probable hibridacion no-especifica, es decir hibridacion entre
dos cadenas que no sean complementarias (Ritchie et al., 2015; Silver, Ritchie &
Smyth, 2009; Phipson et al., 2016).
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Posteriormente, realizamos un filtrado de las sondas de acuerdo con los siguientes
criterios:

i. sondas de control, es decir, aquellas sondas disefiadas para servir como
controles positivos (sondas que se unen a RNA de genes constitutivos),
controles negativos (sondas con secuencias de genes no encontrados en los
humanos). Ademas, de los controles de hibridacion, como las sondas
mismatch y perfect match que permiten obtener informacion sobre hibridacién
inespecifica y especifica, respectivamente, y las sondas CY3_HYB que tiene
cierto nivel de intensidad predeterminado (bajo, medio o alto) dentro del
microarreglo.

ii. sondas ERCC, que son controles externos de RNA desarrollados por el
Consorcio de Control Externo de RNA (ERCC), un grupo ad hoc de
organizaciones publicas, privadas y académicas dirigido por el National
Institute of Standards and Technology (NIST, Instituto estadounidense de
estandares y tecnologia), ha desarrollado un conjunto comun de controles
externos de RNA (Pine et al., 2016). La lista con las 887 sondas de control,
incluyendo las sondas ERCC del microarreglo se encuentra en el anexo C.

iii. sondas no anotadas, es decir, sondas sin un numero valido de Entrez ID.

iv.  sondas con baja deteccion, es decir, aquellas con un valor de p de deteccion>
0.05.

v. sondas ausentes en al menos el 50% de los microarreglos en cada grupo de
comparacion.

Después de este filtrado, se obtuvieron 6,862 sondas, que fueron utilizadas en los
siguientes pasos del analisis. De estas sondas, 6,643 correspondieron a sondas que
detectan RNA codificante y 219 correspondieron a sondas que detectan RNA no
codificante.

Con el fin de compensar por posibles diferencias técnicas y/o sistematicas entre los
microarreglos, los valores de la expresidon génica fueron normalizados por cuantiles y
transformados a escala logaritmica base dos (Smyth & Speed, 2003). El método de
normalizacion por cuantiles consiste en hacer que la distribucion empirica de la
expresion génica sea la misma en todas las muestras (Bolstad et al., 2003; Qiu et al.,
2013). Este método es ampliamente utilizado en el andlisis de microarreglos de
expresion génica (Hu & He, 2007). Las sondas replicadas, es decir las
correspondientes a un mismo gen, fueron promediadas.

Los efectos de lote son fuentes de variacion sistematica no biolégica que se deben a
artefactos experimentales y que pueden inducir falsas diferencias entre los grupos de
comparacién (Goh, Wang & Wong, 2017). Para visualizar los datos y evaluar la
presencia de posibles efectos de lote, realizamos un analisis de componentes
principales. El analisis de componentes principales es un algoritmo matematico que
identifica las condiciones que explican la mayor variabilidad de los datos (Yang et al.,
2008; Reese et al., 2013). En caso de detectar dicho efecto, se ejecuta un analisis
multivariado con el paquete ARSyN para eliminarlo (Nueda, Conesa & Ferrer, 2012).
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Analisis de expresion diferencial

Las diferencias en la expresién génica entre los grupos fueron evaluadas por medio
de un modelo lineal implementado en el paquete limma (Ritchie et al., 2015). El
modelo fue seleccionado por medio de un método de eliminacion de variables, paso
por paso. Este método consiste en la inclusién de todas las posibles covariables en
el modelo lineal y la eliminacion reiterada de la variable mas insignificante, seguida
de una nueva estimacion del modelo después de cada eliminacion (Heinze, Wallisch,
& Dunkler, 2018).

El intervalo post mortem, el resultado de la prueba toxicologica, las comorbilidades
psiquiatricas, el valor de RIN y el mecanismo de muerte fueron probadas como
posibles covariables y se descartaron durante la seleccion del modelo. El modelo
lineal seleccionado para evaluar diferencias en la expresion génica entre los grupos
incluyo el suicidio, TUS, asi como la interaccion entre el suicidio y TUS.

Se realizaron las siguientes comparaciones entre los grupos: 1) Suicidas con TUS vs.
suicidas sin TUS; 2) Suicidas con TUS vs. no suicidas con TUS; 3) No suicidas con
TUS vs. no suicidas sin TUS; y 4) Suicidas sin TUS vs. no suicidas sin TUS, como se
muestra en la Figura 13.

Suicidas
con TUS

2 1

No suicidas Suicidas sin
con TUS TUS

No suicidas
sin TUS

Figura 13. Diagramas de Venn de la comparacion entre los grupos de estudio. En este trabajo, el perfil de
expresion génica del area 9 de Brodmann de suicidas y no suicidas con TUS, se comparé con el de suicidas y no
suicidas sin TUS.

Ademas, se identificaron los genes cuya expresién se encuentra influida por la
interaccién entre suicidio y TUS, por medio del siguiente contraste:

(Suicidas con TUS — No suicidas con TUS) - (Suicidas sin TUS — No suicidas sin TUS)

Al realizar las comparaciones entre los grupos, para cada gen establecemos la
siguiente hipodtesis nula:

Ho: W=
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Donde p1 corresponde a la expresion media del gen en el grupo 1y y2 corresponde a
la expresiéon media del mismo gen en el grupo 2. Por lo que la hipétesis nula expresa
que la expresidon media en ambos grupos es la misma y por lo tanto no habria
diferencia entre ambos grupos. La hipétesis alternativa para cada uno de los genes
en cada comparacion es la siguiente:

Ha: M1 # W2

La hipotesis alternativa expresa que la expresion media en ambos grupos es distinta
y por lo tanto podemos encontrar diferencia entre ambos grupos.

El valor de p obtenido de cada prueba estadistica refleja la probabilidad de obtener
un valor que se desvia de la media tanto como el valor observado bajo el supuesto
de que la hipoétesis nula es cierta (Mulvey, 2007). Considerar la diferencia observada
como significativa depende de si el valor obtenido esta por debajo de un limite
establecido conocido como nivel de significancia (Amat Rodrigo, 2016). Para fines de
este estudio, el nivel de significancia se establecié en 0.001.

Nuestro estudio, al igual que en otros estudios de tecnologias émicas, nos permite
realizar comparaciones entre un gran numero de genes. Sin embargo, entre mayor
sea el numero de comparaciones realizadas, mayor sera la probabilidad de cometer
un error de tipo | (rechazar la hipotesis nula cuando es cierta) y obtener un falso
positivo (Molina, 2014; Noble, 2009).

Con el fin de controlar el numero de falsos positivos en nuestros resultados, los
valores de p resultantes se corrigieron para comparaciones multiples utilizando el
método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg (Benjamini &
Hochberg, 1995). Al utilizar este método, pudimos establecer un limite de falsos
positivos en nuestros resultados, siendo que por cada 1000 genes identificados como
diferencialmente expresados, uno de ellos podria ser un falso positivo (Amat Rodrigo,
2016).

La visualizacién de los resultados de cada comparacion se realizé6 mediante mapas
de calor utilizando el paquete gplot (Warnes et al., 2014). En un mapa de calor los
datos se muestran en una cuadricula donde cada fila representa un gen y cada
columna representa una muestra. El color y la intensidad de los cuadros se utilizan
para representar cambios en la expresion génica. El orden de los genes y las
muestras en las filas y columnas, respectivamente, se determiné al realizar analisis
de agrupamiento jerarquicos. Con este analisis se agrupan genes y muestras con un
perfil de expresion génica similar (Zhao et al., 2014).
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Andlisis de anotacién funcional

Para obtener informacién sobre los procesos y funciones bioldgicas en los que
participan los genes diferencialmente expresados, realizamos un analisis de ontologia
génica con la base de datos DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) version 6.8 (Huang et al., 2009a; Huang et al., 2009b).

En este analisis se compara la frecuencia de las anotaciones individuales en la lista
de genes identificados como diferencialmente expresados con una lista de referencia
(Huang et al., 2007). Los 6,862 genes resultantes del preprocesamiento se utilizaron
como referencia para los analisis de anotacion funcional.

Las categorias de anotacion seleccionadas fueron: Enciclopedia de genes y genomas
de Kioto (KEGG) (Kanehisa & Goto., 2000), Ontologia génica (GO) y Reactome. Los
genes sobreexpresados y subexpresados fueron analizados por separado en DAVID,
ya que este abordaje ha demostrado ser mas eficiente para encontrar vias funcionales
significativas (Hong et al., 2014).

Ademas, se realiz6 un analisis conjunto, es decir, que incluia todos los genes
sobreexpresados y subexpresados de cada comparacion. El razonamiento de este
analisis fue obtener una vision general de las funciones moleculares relacionadas con
los genes diferencialmente expresados en cada comparacion.

Los términos de ontologia génica con un valor de p de la prueba exacta de Fisher
modificada <0.05, denominado puntuacion EASE, se consideraron enriquecidos
(Hosack et al., 2003). Ademas, se realiz6 un analisis de vias con el programa
Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®, QIAGEN Redwood City) para complementar el
analisis de ontologia génica y obtener informacion sobre las vias canonicas en las
cuales participan los genes diferencialmente expresados de cada comparacion
(Kramer et al., 2014). Las vias candnicas son rutas generalizadas que representan
propiedades comunes de un médulo o via de sefalizacion particular (Database of cell
signaling and virtual journal).

Reanalisis de datos: patologia dual en suicidas

Los datos de 38 individuos fueron reanalizados con el objetivo de identificar
diferencias en el perfil de expresion génica en la corteza prefrontal dorsolateral de
individuos con patologia dual. Debido a la asociacién entre patologia dual y
comportamiento suicida, este re-analisis se realiz6 solo en sujetos que murieron por
suicidio. Ademas, la restriccion del analisis a suicidas podria minimizar las fuentes de
heterogeneidad que dificultarian detectar diferencias en el patron de expresién génica
en una muestra pequenfa.
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Los 38 individuos incluidos en este re-analisis fueron clasificados en los siguientes
grupos: i) 10 suicidas con patologia dual, es decir, TUS y trastornos del animo en el
mismo individuo, ii) 10 suicidas con TUS, iii) 13 suicidas con trastornos del animo y
iv) 5 suicidas sin ningun trastorno mental. Las diferencias entre los grupos con
respecto a variables categdricas, como sexo, y mecanismo de muerte y continuas
como la edad y el intervalo post mortem fueron evaluadas mediante la prueba exacta
de Fisher y el analisis de varianza (ANOVA), respectivamente.

El pre-procesamiento de los datos fue realizado siguiendo el mismo procedimiento
descrito en el analisis principal. Después del preprocesamiento, se obtuvieron un total
de 9,333 sondas que fueron examinadas en pasos posteriores del analisis. De estas
sondas, 9,051 correspondieron a sondas que detectan RNA codificante y 282
correspondieron a sondas que detectan RNA no codificante.

En este re-anadlisis, comparamos el perfil de expresion génica de suicidas con
patologia dual con el de suicidas con un solo trastorno, ya sea TUS o solo trastornos
del animo, asi como con el de suicidas sin ningun trastorno mental, como se muestra
en la Figura 14.

Suicidas Suicidas con
con trastornos
st TUS
del animo
Suicidas
con patologia
dual
Suicidas
sin

comorbilidad

Figura 14. Diagrama de Venn de la comparacion entre los grupos del re-analisis. En este estudio, el perfil de
expresion génica del area 9 de Brodmann de suicidas con patologia dual (TUS y trastornos del estado de animo)
se comparoé con el de suicidas con solo TUS, suicidas con solo trastornos del animo y suicidas sin comorbilidad
mental.

Las diferencias de expresién génica entre los grupos se evaluaron mediante un
modelo lineal implementado en el paquete limma (Ritchie et al., 2015). Este modelo
incluye TUS, trastornos del animo, asi como la interaccion de TUS y trastornos del
animo.
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Las variables sexo, edad, RIN, resultados del examen toxicoldégico, mecanismo de
muerte, consumo de tabaco e intervalo post mortem se probaron como posibles
covariables en nuestra muestra mediante el método de eliminacion de variables paso
por paso descrito en el analisis principal. Todas las posibles covariables fueron
descartadas durante el proceso de seleccion del modelo, ya que no mostraron ningun
efecto en los cambios de expresidn génica observados en nuestra muestra. Ademas,
los genes cuya expresion fue influenciada por la interaccion entre TUS vy trastornos
del animo se obtuvieron a partir de la interaccion incluida en el modelo lineal
(trastornos del animo x TUS).

Con el fin de reducir los resultados falsos positivos, los valores p se corrigieron para
multiples pruebas mediante el método FDR (Benjamini y Hochberg, 1995).
Seleccionamos como puntos de corte para definir a un gen como diferencialmente
expresado entre los grupos un valor de p corregido por FDR <0.001, y una razon de
cambio absoluta de 1.15. La funciéon TRATE se us6 para seleccionar los genes cuya
razén de cambio fue mayor a que 1.15 en cualquier direccion (McCarthy y Smyth,
2009).

La base de datos DAVID version 6.8 se utilizdé para el analisis de ontologia génica
(Huang et al., 2009a; Huang et al., 2009b). Mientras que KEGG (Kanehisa y Goto.,
2000) en WebGestalt (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2005) se utilizé para el analisis
de vias biologicas. Los valores de p asociados a cada via se corrigieron para multiples
comparaciones mediante el método FDR (Benjamini & Hochberg, 1995).

Los términos de ontologia génica y vias biolégicas con un valor p corregido por FDR
<0.05 se consideraron enriquecidos. Los 9,333 genes resultantes después del control
de calidad se usaron como referencia en el analisis de ontologia génica y el analisis
de vias bioldgicas. El analisis funcional se realiz6 sobre las listas completas de genes
diferencialmente expresados en este re-analisis, identificando los genes sub y sobre-
expresados relacionado a cada término de ontologia génica y via bioldgica.

Enriguecimiento de marcadores especificos de tipo celular

Para identificar si los perfiles de expresion génica podrian reflejar diferencias en las
composiciones de tipo celular entre los grupos, realizamos un enriquecimiento de
marcadores especificos para cada tipo celular con NeuroExpresso, que es una base
de datos de perfiles de expresion génica especificos para cada tipo de célula cerebral
(Mancarci et al., 2017). Esta herramienta se uso6 a través de su implementacién como
paquete de R llamado markerGeneProfile (Mancarci et al., 2017). Brevemente, la
estimacion de los marcadores especificos para cada tipo celular se basa en un
analisis de componentes principales obtenido de la expresion de marcadores
especificos de cada tipo celular de raton proporcionados por NeuroExpresso para
estimar la abundancia relativa de cada tipo celular (Mancarci et al., 2017).
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Los marcadores especificos de tipo celular de raton fueron transformados en sus
respectivos ortélogos humanos con la herramienta homoloGene (NCBI, 2017). Para
comparar la proporcion de marcadores especificos de tipo celular entre los grupos,
utilizamos una prueba de suma de rangos de Wilcoxon de dos vias.

Los resultados del enriquecimiento de marcadores especificos de tipo celular se
utilizaron para recalcular el modelo lineal utilizado para la evaluacion de genes
expresados diferencialmente entre los grupos. Para esto, las estimaciones de
marcadores especificos de tipo celular se incluyeron en el modelo lineal con el fin de
identificar los genes influenciados por las diferencias de marcadores especificos de
tipo celular entre los grupos.

Resultados

Resultados generales

Se colectaron datos del expediente médico-legal y muestras del area 9 de Brodmann
de 76 individuos fallecidos en el afio 2016. Se realiz6 el aislamiento de RNA de las 76
muestras. La integridad del RNA extraido fue evaluada por medio de electroforesis en
geles de agarosa. En la visualizacién de cada uno de los geles de agarosa se verificd
la presencia de dos bandas correspondientes a las subunidades de los RNA
ribosomales 18S y 28S, como se muestra en la Figura 15A. Diez muestras fueron
descartadas debido a que no se encontr6é una adecuada integridad del RNA aislado,
como se muestra en la Figura 15B.

—28S
—18S

Figura 15. Imagenes representativas de la electroforesis en geles de agarosa con muestras de RNA. A) Muestras
incluidas en el estudio. Se observan dos bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 28S y 18S, lo
cual indica una adecuada integridad del RNA. B) Muestras excluidas del estudio. Se observa un barrido de bajo
peso molecular que indica la presencia de RNA degradado.

Se encontrdé una concentracién y pureza adecuadas del RNA aislado en las 66
muestras incluidas en el estudio. El promedio de la concentraciéon de RNA de las
muestras fue de 1,018.68 + 331.96 ng/ul. Mientras que el promedio de las relaciones
A260/A230 y A260/A280 fue 2.08 + 0.21 y 2.07 + 0.017, respectivamente.
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Expresion génica en individuos con trastorno por uso de sustancias que
murieron por suicidio

Se analizaron los datos de 66 muestras, considerando los siguientes grupos
experimentales: i) 23 suicidas con TUS; ii) 20 suicidas sin TUS; iii) 9 sujetos con TUS,
cuya causa de muerte no fue el suicidio (No suicidas con TUS), y iv) 14 sujetos no
suicidas sin TUS (No suicidas sin TUS).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos de comparacion en
términos de edad (p = 0.645) e intervalo post mortem (p = 0.128). Sin embargo,
encontramos una asociacion entre el género y los grupos de comparacion (p = 0.028).
En este contexto, en nuestra muestra hubo un mayor numero de hombres que de
mujeres en los grupos de suicidas y no suicidas con TUS. Este hecho es consistente
con reportes anteriores donde se ha encontrado que la mayoria de los que se suicidan
o sufren de TUS en la poblacién mexicana pertenecen al género masculino (INEGI,
2019). Un resumen de los datos clinicos y demograficos de la muestra se encuentra
en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas de la muestra

Suicidas No suicidas Valor
dep
TUS + - + _
Num_ero de 23 20 9 14
sujetos
Edad (afios) 31.95 £ 17.43 32.8 + 15.19 30.88 +7.04 31.78 £ 19.51 0.645
Género (H: M) 21:2 12:8 8:1 8:6 0.028
IPM (horas) 14.91 + 3.91 15.03 + 4.81 17.76 + 7.07 16.84 + 4.44 0.128
Trastorno por 17 0 8 0
uso del alcohol
Resultado
positivo en 16 3 4 0
toxicologia
Cgﬂ:ﬁgf 19/0/2/1/1/0/0 16/1/1/1/1/0/0 1/2/0/3/2/1/0 4/4/0/2/0/1/4
Trastorno 10/1/0/0 8/3/0/1 0/1/2/0 0/1/0/0
mental

Abreviaturas: H: hombres; M: mujeres; IPM: Intervalo post mortem
a Asfixia/Disparo/Intoxicacion/Trauma/Punzocortante/Accidente de trafico/Shock
b Trastornos del estado del animo/ Trastornos de la personalidad/ Trastornos de adaptacion/ Esquizofrenia

En el grupo de suicidas con TUS, 73.91% (20/23) de los sujetos tenian trastorno por
uso de alcohol. Mientras que, en el grupo de no suicidas con TUS, 88.88% (8/9) de
los sujetos tenian este trastorno. De los sujetos que obtuvieron un resultado positivo
en el examen toxicoldgico del grupo de suicidas con TUS, en 87.5% el resultado indico
intoxicacion aguda con alcohol y en 12.5% indicé consumo de alcohol y cocaina. Los
sujetos de los otros grupos que obtuvieron un resultado positivo en el examen
toxicologico, se reporté consumo exclusivamente de alcohol.

Se evalud la presencia de posibles efectos de lote en la muestra estudiada al graficar
la distribuciéon de las muestras de acuerdo con los dos primeros componentes
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principales. En esta grafica observamos que los grupos de comparacién presentaban
un efecto de lote asociado a una fuente de variabilidad no identificada (Figura 16A);
por lo que, corregimos este efecto con el paquete ARSyN.

Al graficar la distribucion de las muestras sobre los dos primeros componentes
principales después de la correccion del efecto de lote con ARSyN, observamos una
separacion de las muestras en los siguientes grupos: i) suicidas con TUS; ii) suicidas
sin TUS; y iii) no suicidas, donde se observo un ligero traslape entre los no suicidas
con y sin TUS, sobre el primer componente principal, como se muestra en la Figura
16B.
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Suicidas con TUS 4 Suicidas sin TUS @ No suicidas con TUS No suicidas sin TUS

Figura 16. Analisis de componentes principales de las muestras. A) Después de la normalizacién por cuantiles
de los datos. Se observa que los grupos de comparacién presentan un efecto de lote asociado a una fuente de
variabilidad no identificada. B) Después de remover el efecto de lote con un analisis multidimensional con ARSyN.
Se observa separacion de las muestras de acuerdo con los grupos de comparacion.

Suicidas con TUS vs. suicidas sin TUS

En la comparacion entre suicidas con TUS (n = 23) y suicidas sin TUS (n = 20), se
encontraron 222 genes diferencialmente expresados. De estos 222 genes, 112 se
encontraban sobre-expresados y 110 sub-expresados en los suicidas con TUS en
comparaciéon con los suicidas sin TUS. Cabe mencionar que, dentro de estos 222
genes, 218 genes eran codificantes y 4 no codificantes. Los 10 genes con el menor
valor de p corregido por FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta
comparacion se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica entre

Suicidas con TUS y suicidas sin TUS
Valor de p
Simbolo FC Valor de p corregido por Nombre del gen
FDR*
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PPP3CB -1.24959 1.14E-10
PTAR1 1.257107 3.21E-10
YES1 1.308678 5.40E-10
ANXAG -1.20954 1.06E-09
STMN2 -1.29261 4 46E-09
UCHL1 -1.27068 3.37E-09
TRAM1 1.20361 4.42E-09
HMG20B 1.23705 4.72E-09
GNA13 1.243688 3.78E-09
NXT2 1.269661 3.68E-09

Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)

7.81E-07

1.10E-06

1.24E-06

1.83E-06
3.24E-06

3.24E-06

3.24E-06
3.24E-06

3.24E-06

3.24E-06

Isoforma beta de la subunidad
catalitica de la fosfatsa de
serina / treonina 2B
Proteina Preniltransferasa
Subunidad alfa Proteina que
contiene repeticiones 1
Proto-oncogen tirosina-proteina
cinasa 1 YES

Anexina A6

Stathmin 2

Ubiquitina carboxiterminal
hidrolasa L1
Proteina de membrana
asociada a translocacion 1

Grupo de alta movilidad 20B

Subunidad alfa-13 de la
proteina de union a nucleotidos
de guanina
Factor de transporte nuclear 2
similar al factor de exportacién
2

El mapa de calor correspondiente a esta comparacién demostré que las muestras se
agruparon en sus respectivos grupos de acuerdo con la similitud de sus perfiles de
expresion génica (Figura 17).
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Figura 17. Mapa de calor de los genes expresados diferencialmente entre suicidas cony sin TUS. Los genes
expresados diferencialmente se muestran en columnas y las muestras en filas. Los niveles de expresion génica
se representan en el espectro rojo-verde para genes sub y sobreexpresados, respectivamente.

Los resultados del analisis funcional, separando los genes en sub y sobreexpresados
identificados en la comparacién entre suicidas con y sin TUS, asi como el numero de
genes relacionado a cada término y su significancia estadistica, se muestran en la

Tabla 12.
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Tabla 12. Términos de ontologia génica relacionados con genes diferencialmente expresados
entre suicidas con y sin TUS

fosfatidilinositol

Id%n;igg?(ﬂgg%egtéiri?;no Término de ontologia génica Nﬂgzeirgsde % dgletnoetsl e EASE*
Genes subexpresados
G0:0006812 Transporte de cationes 19 17.27 2.17E-5
G0:0097458 Morfologia neuronal 23 20.90 6.69E-4
G0:0023052 Sefializacion 55 50.0 5.58E-4
G0:0045202 Sinapsis 14 12.72 0.006
G0:0002768 Receptores gsuzlé‘t’aeﬂ%irfg'“'a’ 8 7.27 0.007
G0:0031175 Desarrollo de proyecciones 16 14.54 0.003
neuronales
G0:0007610 Comportamiento 9 8.18 0.032
GO0:0007611 Aprendizaje y memoria 5.45 0.033
G0:0045333 Respiracion celular 6 5.45 0.038
Genes sobreexpresados
G0:0060429 Desarrollo epitelial 20 18.01 1.73E-5
G0:0007155 Adhesion celular 25 22.52 1.04E-4
G0:0051960 Regulacion del neurodesarrollo 14 12.61 0.007
G0:0010628 Reggfpﬁf;gfgg;’; dela 19 17.11 0.030
G0O:0048015 Sefializacion mediada por 6 5.405 0.008

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Los resultados del analisis funcional conjunto, es decir incluyendo tanto genes sobre-
expresados como sub-expresados, se muestran en la Tabla 13. Dado que la
diferenciacion celular fue el término de ontologia génica asociado con el mayor
porcentaje de genes, hicimos una busqueda de términos de ontologia génica
relacionados con los genes relacionados solo a este término y encontramos una
asociacién significativa de estos genes con los términos “diferenciacion de células
neuronales” (valor de p de = 0.001) y “diferenciacion de las células gliales” (valor de
p = 0.0043). Lo cual indica que los genes diferencialmente expresados en esta
comparacion se relacionan con la diferenciacion de células neuronales y gliales.

Tabla 13. Términos de ontologia génica relacionados con genes diferencialmente expresados
entre suicidas con TUS y suicidas sin TUS (anélisis conjunto).

I o2l Eiel termino Término de ontologia génica | Nimero de genes e e el EASE*
de ontologia génica genes

G0:0022008 Neurogénesis 39 0.10 5.79E-4
G0:0008219 Muerte celular 41 0.11 0.019
G0:0030154 Diferenciacion celular 63 0.17 0.005
G0:0007155 Adhesioén celular 40 0.11 1.05E-4
G0:0010001 D'fere”C'aC;igl‘éz las células 10 0.027 0.0043
G0:0030182 Diferenciacién neuronal 34 0.094 0.001

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Las vias candnicas relacionadas con los genes sub y sobre-expresados de la
comparacion identificadas en el analisis con IPA entre suicidas con y sin TUS, se
muestran en la Figura 18.
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Vias canonicas: Suicidas con TUS vs Suicidas sin TUS
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Figura 18. Vias candnicas identificadas por IPA. Las vias candnicas relacionadas con los genes sobre-
expresados (en rojo) y sub-expresados (en verde) en suicidas con TUS en comparacion con suicidas sin TUS.

Suicidas con TUS vs. no suicidas con TUS

Al comparar el perfil de expresion génica de suicidas con TUS (n = 23) con el de no
suicidas con TUS (n = 9), encontramos 550 genes diferencialmente expresados, de
los cuales 438 se encontraban sobre-expresados y 112 sub-expresados en los
suicidas con TUS en comparacion con no suicidas con TUS. De estos 550 genes, 540
genes eran codificantes y 10 no codificantes. Los 10 genes con el menor valor de p
corregido por FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta comparacion
se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica entre
Suicidas con TUS y no suicidas con TUS

Valor de
Simbolo FC Val(;)r eE correpgido Nombre del gen
por FDR*
RGS4 1.514139 | 1.87E-12 | 1.29E-08 Regulador de la senalizacion de la proteina G 4
KLC1 1.23976 | 2.43E-11 | 5.57E-08 Cadena ligera de kinesina 1
NHP2 1.31474 | 2.06E-11 | 5.57E-08 Ribonucleoproteina NHP2
MGST3 1.349395 | 7.69E-11 | 1.05E-07 Glutatiéon S-transferasa 3 microsémica
EPS15 1408627 | 6.12E-11 = 1.05E-07 Sustrato del receptor del fac1tgr de crecimiento epidérmico
GOT1 1.296601 | 9.92E-11 | 1.13E-07 Aspartato aminotransferasa
RNF14 1.244036 | 2.20E-10 | 2.16E-07 E3 ubiquitin-protein ligasa
PSMA5 1.283675 | 4.80E-10 | 3.30E-07 Subunidad de proteasoma alfa tipo-5
PDCD6 1.312097 | 4.81E-10 | 3.30E-07 Proteina de muerte celular programada 6
CNP 1.378467 | 4.73E-10 | 3.30E-07 2 ', 3'-Nucledtido ciclico 3' Fosfodiesterasa

Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)
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El mapa de calor correspondiente a esta comparacion mostré que los individuos de
estos grupos se agruparon en sus respectivos grupos de acuerdo con la similitud de
sus perfiles de expresioén génica, como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Mapa de calor de los genes expresados diferencialmente entre suicidas y no suicidas con TUS.
Los genes expresados diferencialmente se muestran en columnas y las muestras en filas. Los niveles de expresion
génica se representan en el espectro rojo/verde para genes sub y sobre-expresados, respectivamente.

Los resultados del analisis funcional separando los genes en sub y sobre-expresados
identificados en la comparacién entre suicidas y no suicidas con TUS, asi como el
numero de genes relacionado a cada término y su significancia estadistica se
muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Términos de ontologia génica relacionados con genes diferencialmente expresados
entre suicidas y no suicidas con TUS

Identificador del término

% del total de

d PR Término de ontologia génica | Numero de genes EASE*
e ontologia génica genes
Genes subexpresados
IPRO07087 Proteinas con dedos de zinc 10 8.92 0.010
Ninguno Péptido sefal 23 20.53 0.0015
Ninguno Receptores 10 8.92 0.037
G0:0008152 Procesos metabolicos 77 68.75 0.039

Genes sobreexpresados
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G0:0044455 Membrana mitocondrial 49 11.21 5.96E-24

GO:0019882 Procesamiento'y presentacion 20 4.57 2 08E-5
de antigenos

G0:0005856 Citoesqueleto 70 16.01 0.042

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Los resultados del analisis funcional conjunto, es decir incluyendo tanto genes como
sobreexpresados como subexpresados, se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Términos de ontologia génica relacionados con genes diferencialmente expresados
entre suicidas y no suicidas con TUS (analisis conjunto)

Identificador del término o L Namero de | % del total de "
A Término de ontologia génica EASE
de ontologia génica genes genes
GO0:0006955 Respuesta inmune 47 8.56 0.047
hsa00190 Fosforilacion oxidativa 43 7.83 1.16E-21
hsa05012 Enfermedad de Parkinson 40 7.28 6.91E-18
G0:0044772 Transicion del ciclo celular (mitosis) 32 5.82 0.0149

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Las rutas canonicas relacionadas con los genes sub y sobreexpresados de la
comparacion identificadas en el analisis con IPA entre suicidas y no suicidas con TUS,

se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Vias canodnicas identificadas por IPA. Las vias canodnicas relacionadas con los genes

sobreexpresados (en rojo) y subexpresados (en verde) en suicidas con TUS en comparacién con no suicidas con
TUS.
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Suicidas sin TUS vs. No suicidas sin TUS

En la comparacion entre los suicidas sin TUS (n = 20) y los no suicidas sin TUS (n =
14), 1,417 genes fueron identificados como diferencialmente expresados. De estos
1,417 genes, 923 se encontraban sobreexpresados y 494 subexpresados en los
suicidas sin TUS con respecto a los no suicidas sin TUS. De estos 1,417 genes, 1,386
genes eran codificantes y 31 no codificantes. Los 10 genes con el menor valor de p
corregido por FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta comparacion

se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica entre
Suicidas sin TUS y no suicidas sin TUS

. Valor de p corregido
Simbolo FC Valor de p por FDR* Nombre del gen
Homdlogo de
ISCA1 1.476515 5.78E-22 1.98E-18 ensamblaje 1 de grupos
de hierro-azufre
Ubiquitina
UCHL1 1.772432 5.62E-22 1.98E-18 carboxiterminal hidrolasa
L1
SMS 1.462325 5.06E-21 1.16E-17 Espermina sintasa
Isoforma beta de la
PPP3CB 1569236 7.89E-21 1.35E-17 subunidad catalitica de
la fosfatsa de serina /
treonina 2B
Proteina asociada a
NECAP1 1.498602 3.89E-20 5.33E-17 endocitosis NECAP 1
Subunidad 7 del
CNOT7 1.490776 7.89E-20 7.73E-17 complejo de
transcripcion CCR4-NOT
Homdlogo de la proteina
ACTR10 1.574546 7.01E-20 7.73E-17 10 relacionada con la
actina
Proteina 1 de unién a
HINT1 1.537715 2.45E-19 2.10E-16 nucledtidos de la triada
de histidina
Miembro 4 familia de
SLC25A4 1.567262 3.22E-19 2.46E-16 transportadores de
solutos 25
Miembro de la familia de
RAN 1.463132 4.51E-19 3.10E-16 oncogenes RAS

Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)

El mapa de calor correspondiente a esta comparacion mostré que los individuos de
estos grupos se agruparon de acuerdo con la similitud de sus perfiles de expresion
génica, como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Mapa de calor de los genes expresados diferencialmente entre suicidas y no suicidas sin TUS.
Los genes expresados diferencialmente se muestran en columnas y las muestras en filas. Los niveles de expresion
génica se representan en el espectro rojo-verde para genes sub y sobre-expresados, respectivamente.

Los resultados del analisis funcional realizados por separado para los genes sub-
expresados y sobre-expresados identificados en la comparacion entre suicidas y no
suicidas sin TUS, asi como el numero de genes relacionado a cada término y su
significancia estadistica se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Términos de ontologia génica relacionados con genes diferencialmente expresados
entre suicidas sin TUS y no suicidas sin TUS

Identificador del P - . .
término de ontologia Uil gr?ié);wlog'a Nun;iré)sde {;Jgeletnoésal EASE*
génica 9 9 9
Genes subexpresados
G0:0007154 Comunicacion celular 211 42.7 3.83 E-7
G0:0010468 Regulacion de la 158 32.0 3.88E-7
expresion génica
G0:0012501 Muerte celular 72 14.60 2.82E-4
programada
G0:002200 Neurogénesis 61 12.37 1.15E-4
Regulacién negativa de la 709
G0:0043069 muerte celular 35 ’ 0.0043
programada
Regulacion positiva de la
G0:0043068 muerte celular 33 6.69 3.36 E-5
programada
GO:1901214 Regulacion de muerte 15 3.04 0.006
neuronal
Genes sobreexpresados
G0:0005739 Mitocondria 213 23.07 4.75-41
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G0:0012501 Muerte celular 123 13.32 4.66E-4
programada

G0:0043005 Proyecciones neuronales 87 9.42 1.81E-8

GO0:0006811 Transporte de iones 104 11.26 1.13E-4

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Los resultados del analisis funcional conjunto, es decir incluyendo tanto genes como
sobre-expresados como sub-expresados de la comparacion entre suicidas y no
suicidas sin TUS, se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Términos de ontologia génica relacionados con genes diferencialmente expresados
entre suicidas y no suicidas sin TUS (andlisis conjunto).

Identificador del L. . , 0
término de ontologia Termino gr?ig:tologla Nun;irgsde /do:ele;oetgl EASE*
génica 9 9 9
G0:0005739 Mitocondria 271 19.13 5.39E-38
GO:0010646 Regulacion de 299 21.11 6.53E-8
comunicacion celular
G0:0012501 Muerte celular 195 13.77 4.62E-7
programada
G0:0030182 Diferenciacion neuronal 123 8.68 6.21E-4
G0:0043005 Proyecciones neuronales 112 7.90 6.71E-7

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Las vias canodnicas relacionadas con los genes sub- y sobre-expresados de la
comparacion identificadas en el analisis con IPA entre suicidas y no suicidas sin TUS,
se muestran en la Figura 22.

Vias canénicas: Suicidas sin TUS vs No suicidas sin TUS

Fosforilacion oxidativa B

Disfuncion mitocondrial

Sefalizacion de las sirtuinas
Ubiguitinacion de proteinas RERRRRRERRRRRRR
Cicle de Krebs BERSHEEEE
Sefializacion de neuroreguling I
Sefializacion de integrinas ——
Citoesgueleto de actina I
Degradacion de dopamina N

Degradacion de espermina v espermidina M

L
=
=1
=
L
(=]
(=1
=]
L
i
a

-log (valor de p}

B Genes sobre-expresados B Genes sub-expresados
Figura 22. Vias canénicas identificadas por IPA. Las vias candnicas relacionadas con los genes sobre-
expresados (en rojo) y sub-expresados (en verde) en suicidas sin TUS en comparacién con no suicidas sin TUS.

No suicidas con TUS vs. no suicidas sin TUS
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Al comparar el perfil de expresion génica de no suicidas con TUS (n = 9) con el de no
suicidas sin TUS (n = 14), identificamos que el gen LOC285074 se encontraba sub-
expresado en no suicidas con TUS con respecto a los no suicidas sin TUS. El gen
LOC285074 codifica para el seudogen de la subunidad 1 del complejo promotor de la
anafase.

Interaccion entre Suicidio y TUS

La interaccion entre suicidio y TUS exhibio influencia en la expresion de 55 genes. De
estos genes, 26 se encontraban sub-expresados y 29 sobre-expresados. De estos 55
genes, 53 genes eran codificantes y 2 no codificantes. Los 10 genes con el menor
valor de p corregido por FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta
comparacion se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica de la
interaccién entre suicidio y TUS

Valor de p
Simbolo FC Valor de p | corregido por Nombre del gen
FDR*
FNBP1 1.41257 9.09E-10 6.24E-06 Proteina de unién a formina 1
CNP 1.501119 2.31E-09 7.94E-06 2'3'-nucledtido ciclico 3 'fosfodiesterasa
RAN -1.36345 4.76E-09 1.09E-05 Miembro RAN de la familia de oncogenes RAS
CDK19 1.412032 4.16E-08 7.14E-05 Cinasa dependiente de ciclina 19
SMS -1.28592 9.13E-08 0.000125 Espermina sintasa
KLHL28 -1.54792 1.99E-07 0.000152 Miembro 28 de la familia Kelch
DNAJC12 | -1.43653 @ 1.88E-07 | 0000152  iembroC12 tdé‘irﬁggrgmﬁﬁsrg%’;as de choque
SLC35E1 142346 1 33E-07 0.000152 Miembro E1 familia de tgasnsportadores de solutos
SLC48A1 1.25577 1.98E-07 0.000152 Miembro 1 familia de transportadores de solutos 48
YES1 1.443003 2.38E-07 0.000164 Proto-oncogen tirosina-proteina cinasa 1 YES

Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)
Los resultados del analisis funcional de los genes de este contraste, asi como el

numero de genes relacionado a cada término y su significancia estadistica se
muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Términos de ontologia génica relacionados con genes influidos por la interaccion de
suicidioy TUS
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Identificador .
CEII9 62 o Nu(rj’neero tg/:aclizle EASE* | Genes sobre-expresados EEEs s
ontologia ontologia génica enes enes P expresados
génica Y Y
HSP90AAL,
MAP2K4,
. Actividad CDK19, PACSIN3, PTAR1, | POLR3A, SMS,
GO:0016740 transferasa 14 25.92 0.037 RASSF2, YES1, PTPN11 UHMK1, ISCU,
KLHL28,
GTF2H3
CDK19, HSP90AA1,
. . . PACSIN3, RASSF2,
G0:0016301 Actividad cinasa 9 16.66 0.007 GTF2H3, YESL, UHMKL, MAP2K4
PTPN11
Diferenciacién de SOX10, OLIG1, NDRGL,
G0:0010001 células gliales 5 9.25 0.005 CNP, PTPN11
CDK19, HMGBL1,
HSP90AAL, SNXB6, UCHL1
GO:0006950 Respuesta a 18 3333 | 0027 | AP2SL GTF2HS, COPSS, MAP2K4,
estrés CNOT7, PTPN11, POLR3A. AACS
LSM14A, PCBP4, !
RASSF2, NDRG1, YES1,
Regulacion de LSM14A, HMGBL,
. HSP90AAL, SNX6,
G0:0002682 procesos del 9 16.66 0.016 AP2S1, RASSF2, YESL, MAP2K4
sistema inmune PTPN11

*valor de p para prueba exacta de Fisher modificada. Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS)

Discusion: Expresion génica en individuos con trastorno por uso de sustancias
gue murieron por suicidio

Segun tenemos entendido, este es el primer estudio en comparar el perfil de expresiéon
génica a nivel del transcriptoma completo en la corteza prefrontal dorsolateral de
suicidas con TUS vy suicidas sin este trastorno, ya que el TUS ha sido considerado
como un factor confuso en la mayoria de los estudios del transcriptoma (Fiori &
Turecki, 2010). Por lo anterior, individuos con TUS han sido excluidos de los analisis
de expresion génica en suicidio. En resumen, nuestros resultados indicaron que los
suicidas con TUS presentan un perfil de expresién génica en la corteza prefrontal
dorsolateral distinto al de aquellos con solo una de estas condiciones, es decir,
suicidas sin esta comorbilidad y sujetos con TUS que fallecieron por causas distintas
al suicidio.

Suicidas con TUS vs. suicidas sin TUS

Al comparar el perfil de expresion génica de suicidas con TUS con el de suicidas sin
este trastorno, observamos una evidente sobreexpresién de genes que participan en
vias involucradas en la regulacion de la proliferacion y migracién celular, como las
GTPasas de la familia Rho, la senalizacién de invasion del glioma y la sefalizacion
de esfingosina 1 fosfato. De esta ultima via, recientemente fue reconocido su papel
determinante en la supervivencia y proliferacion celulares (Karnoub & Der, 2013;
Karunakaran & van Echten-Deckert, 2017). Hasta el momento, ninguna de estas vias
de sefalizacion se ha relacionado con la patologia del suicidio. Sin embargo, se ha
reportado que el trastorno por uso del alcohol esta asociado a una aberrante
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migracion y proliferacién celular de células gliales y neuronales (Kumada et al., 2007;
Guerri et al., 2009; Nixon et al., 2010). Lo cual coincide con nuestros resultados en
esta comparacion, ya que ambos grupos son suicidas, cuya unica diferencia era la
presencia o ausencia de TUS. Por lo que la observada sobreexpresion de genes que
participan en la proliferacion y migracién celular pudiera deberse al efecto del
trastorno por uso de sustancias, particularmente el alcohol, que fue la sustancia mas
consumida por los individuos de nuestra muestra.

La sefnalizacion en la enfermedad de Parkinson fue una de las vias enriquecidas para
los genes sub-expresados de esta comparacion, incluyendo a los genes pro-
apoptéticos CYCC, UCHL1 y SNCA (Li et al., 2018). Es de destacar que también se
demostrd la expresion anormal de genes implicados en la proliferacion celular y su
regulacion, como los genes que codifican para MAPK. Este hallazgo sugiere que los
suicidas con TUS podrian tener un aumento de la proliferacion celular, lo cual podria
conducir a una mayor densidad celular. Esta mayor densidad celular podria causar
anomalias estructurales en la corteza prefrontal de suicidas con TUS vy
subsecuentemente, una funcién alterada de esta area cerebral. Hasta el momento,
no se han realizado estudios de neuroimagen en individuos con conducta suicida y
TUS que permitan determinar si dichas anomalias estructurales y funcionales se
presentan en este grupo de pacientes.

Este posible aumento de la proliferacién celular, de ser corroborado por futuros
estudios, podria ser una diferencia importante en comparacion con individuos con
trastorno por uso del alcohol, para los cuales se ha reportado una disminucion de la
densidad neuronal y glial en la corteza prefrontal (Johansson et al., 2009; Harper et
al., 2003; Miguel-Hidalgo et al., 2002). En suicidas sin TUS también se ha encontrado
una menor densidad neuronal en el area 9 de Brodmann (Underwood et al., 2012),
por lo que también podria ser una diferencia en comparacion con suicidas sin TUS.

Entre los genes identificados como diferencialmente expresados entre suicidas con
TUS y suicidas sin TUS se encuentran SLC1A2, SLC1A3 y GLUD1, que son genes
que codifican para proteinas involucradas en el metabolismo del glutamato. Los dos
primeros genes codifican para transportadores de este neurotransmisor; mientras que
GLUD1 codifica para la enzima glutamato deshidrogenasa, que cataliza la
desaminacion oxidativa del glutamato.

A partir de estudios previos se ha acumulado evidencia de una posible alteracién de
la neurotransmisién glutamatérgica en individuos con comportamiento suicida. Se ha
reportado la sobreexpresion de los genes que codifican para los receptores NMDA 1A
(GRINL1A), NMDA 2A (GRIN2A), AMPA 1-4 (GRIAL, GRIA2 y GRIA4), y el receptor
de kainato 1 (GRIK1) (Klempan et al.2009; Sequeira et al.2009; Thalmeier et al.2008;
(Fiori & Turecki, 2010). Ademas de una subexpresién de los genes que codifican para
la glutamato-amoniaco ligasa (GLUL), el receptor metabotropico de glutamato 3
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(GRM3), y los transportadores de glutamato SLC1A2 y SLC1A3 (Kim et al.2007;
Klempan et al. 2009; Sequeira et al.2009; Fiori & Turecki, 2010).

Sin embargo, un hallazgo interesante de nuestro estudio fue la sobreexpresion de
genes relacionados con esta via biolégica en suicidas con TUS, ya que previos
estudios post mortem reportaron una subexpresion de estos genes en suicidas con
trastorno depresivo mayor y trastorno bipolar en comparacion con controles no
suicidas en la corteza prefrontal (Sequeira et al., 2009; Choudary et al., 2005).

La sobreexpresion de los genes involucrados en la neurotransmision glutamatérgica
podria deberse a la exposicién cronica al etanol en la mayoria de los suicidas con
TUS de nuestra muestra, ya que estudios previos han encontrado alteraciones en la
neurotransmision glutamatérgica en individuos con dependencia del alcohol y en
modelos animales de alcoholismo (Chandler et al., 1993; Selim & Bradberry, 1996).

Con respecto a los genes que participan en la neurotransmision glutamatérgica
identificados como sobreexpresados en nuestro estudio, han sido reportados como
sobreexpresados en condiciones de exposicidn cronica al alcohol, por ejemplo,
SLC1A3 en la corteza prefontal de humanos con uso crénico de alcohol (Kashenm et
al., 2019), SLC1A2 en organoides de tejido cerebral cortical en respuesta a una
exposicion crénica a etanol (Zink et al., 2004) y GLUD1 en ratas posterior al consumo
de esta sustancia (McClintick et al., 2015). Nuestros resultados sugieren que los
suicidas con TUS presentan alteraciones en la neurotransmisién glutamatérgica que
son distintas de las alteraciones en suicidas sin TUS.

Otro resultado interesante fue la sobreexpresion de genes que codifican para las
conexinas 30 y 43 en suicidas con TUS. Se ha reportado una menor expresion de
estos genes en la corteza prefrontal de suicidas en comparacion con no suicidas
(Ernst et al., 2011), ademas de una expresion reducida de su proteina en la corteza
orbitofrontal de individuos con depresion y dependencia del alcohol (Miguel-Hidalgo
et al., 2014). Lo cual se ha interpretado como evidencia a la posible participacion de
los astrocitos en la patologia del suicidio.

El hallazgo de que la expresion de los genes implicados en la neurotransmision
glutamatérgica y los genes para las conexinas 30 y 43 en suicidas con TUS se haya
encontrado en la direccion opuesta a la reportada previamente para suicidas con otras
patologias psiquiatricas, sugiere que la presencia de TUS podria conducir a cambios
unicos en la expresidn génica en la corteza prefrontal de suicidas.

Es necesario que nuestros resultados sean replicados en otras muestras y
poblaciones, ademas de ser corroborados en estudios funcionales. En caso de ser
replicados, estos hallazgos podrian tener implicaciones terapéuticas importantes, lo
que llevaria al disefio de estrategias de tratamiento basadas en las alteraciones
especificas en pacientes con TUS con alto riesgo suicida. Estas estrategias podrian
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estar orientadas a la modulacién farmacolégica de la expresién génica de aquellos
genes que sean susceptibles a esta modulacion y ademas muestren tener un papel
relevante en la patologia de la conducta suicida en el contexto del TUS.

Suicidas con TUS vs. no suicidas con TUS

Se detectd una sobreexpresion de genes implicados en la fosforilacién oxidativa y la
funcion mitocondrial en suicidas con TUS en comparacién con no suicidas con TUS,
lo que sugiere un aumento de la demanda de energia en la corteza prefrontal en los
suicidas con TUS. Este aumento en la demanda energética tiene un potencial impacto
en la funcién sinaptica y neuronal. Dado que los agentes oxidantes formados en la
mitocondria activan varias vias de sefializacién relacionadas con la apoptosis (Beech
et al., 2010), era esperado que este término de ontologia génica también estuviera
asociado a los genes diferencialmente expresados de esta comparacion.

Ademas, la funcién mitocondrial es crucial en la migracion neural, un proceso
especialmente relevante en este estudio, dada la naturaleza del tejido estudiado
(Austin et al., 2006; Lin-Hendel, 2017; Devaraju & Zakharenko, 2017). Otras vias
candnicas asociadas con los genes expresados diferencialmente de esta
comparacién son la endocitosis mediada por clatrina y la sintesis de sulfato de
condroitina, que también han sido implicadas en la migracién neural (Shieh et al.,
2011; Sun et al., 2017). Esto sugiere una desregulacion en esta funcion en los suicidas
con TUS, que pudiera ser parte de un proceso de refinamiento sinaptico, es decir, la
reorganizacion de sinapsis sin cambios significativos en el nUmero de conexiones
(Uribe & Wix, 2012; Hoel et al., 2016).

Este proceso de refinamiento sinaptico, que no ha sido estudiado hasta el momento
en suicidas ha sido descrito en neuronas GABAérgicas en trastorno bipolar. Durante
el neurodesarrollo, inicialmente se establecen conexiones sinapticas
supernumerarias. Las sinapsis que son poco eficientes son eliminadas con lo que se
obtiene un conectoma mas preciso y funcional (Vonhoff F & Keshishian, 2017).
Brevemente, durante el neurodesarrollo se ha descrito una alta expresion de genes
proapoptoticos (BAX, BAD, caspasa-9 y caspasa-3), que pudiera causar apoptosis y
un subsecuente déficit de interneuronas en la corteza cerebral e hipocampo en los
individuos con trastorno bipolar. Posteriormente, las neuronas GABAérgicas migran y
completan su maduracion a fin de alcanzar una apropiada inclusion en un circuito
especifico bajo la influencia de BDNF, reelina y neuroregulina 1 (Uribe & Wix, 2012).

Suicidas con TUS vs. no suicidas con TUS

De forma similar a la comparacion anterior, encontramos una sobreexpresion de
genes involucrados en la funciéon mitocondrial. Esta observacion es interesante, ya
que ambas comparaciones son entre individuos suicidas y no suicidas en presencia
o ausencia de TUS, respectivamente. Lo cual sugiere que el aumento de la expresiéon
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de genes mitocondriales podria ser relevante en la fisiopatologia del suicidio
independientemente de la comorbilidad con TUS.

Pantazatos y sus colaboradores (2017), reportaron un aumento en la expresion de
genes relacionados con la actividad de la ATPasa en la corteza prefrontal de suicidas
en comparacion con no suicidas (valor de corregido por FDR <0.1). Por lo tanto,
anticipamos que estudios futuros centrados en la funcién mitocondrial de sujetos con
comportamiento suicida seran utiles para esclarecer el papel de este proceso en la
patologia del suicidio.

No suicidas con TUS vs. no suicidas sin TUS

Al comparar el perfil de expresién génica de los no suicidas con TUS con el de no
suicidas sin este trastorno, detectamos la subexpresiéon de LOC285074, que codifica
para un pseudogén. EI que hayamos encontrado un mayor numero de genes
diferencialmente expresados en otras comparaciones con respecto a esta puede
deberse a que nuestros criterios para considerar un gen como diferencialmente
expresado entre los grupos probablemente fueron estrictos para detectar diferencias
en esta comparacion. Pudiendo ser el caso que los genes con expresion diferencial
entre estos grupos no tuvieran la suficiente significancia estadistica para ser
considerados como diferencialmente expresados de acuerdo con nuestros criterios.

Es de destacar que, de acuerdo con estudios en enfermedades neurodegenerativas,
los pseudogenes y otros RNA no codificantes, por ejemplo, CRYBB2P1 (pseudogen)
y BACE1-AS (RNA no codificante) en enfermedad de Alzheimer y CHCHD2P2 en
enfermedad de Parkinson podrian participar en la regulacion de la expresidén génica
a través de la competencia por los sitios ocupados por miRNAs (Costa et al., 2012).
Ademas, los pseudogenes pueden participar en otras formas de regulacion génica
como la formacion de RNA pequefio de interferencia (SiRNA) y al competir por la union
con factores que modulan la estabilidad del RNA, interfiriendo con la estabilidad de
esta molécula (Tutar, 2011; Pink et al., 2011).

Por lo que, aunque por el momento no contamos informaciéon sobre la funcion que
pudiera desempefar este pseudogén en la patologia de los TUS, no podriamos
descartar que tuviera un papel en la regulacion de la expresion génica. Futuros
estudios nos permitiran determinar si este pseudogén es relevante en la patologia de
TUS en individuos no suicidas.

Interaccion entre suicidio y TUS
Ademas de encontrar una sobreexpresion de genes involucrados en la proliferacidon
celular en la comparacién entre suicidas con y sin TUS, también encontramos genes

involucrados en este proceso entre los genes cuya expresion esta influenciada por la
interacciéon entre TUS y suicidio, incluyendo los genes CNOT, ATP6VOC,
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MARCKSL1, NDRG1 y RAN. Este resultado sugiere que la proliferacién celular y su
regulacion podrian ser relevantes en la interaccion de ambos trastornos.

La sobreexpresion de los genes que participan en la diferenciacion de las células
gliales, como SOX10, OLIG1, NDRG1, CNP y PTPN11, anade evidencia de la
probable participacion de las células gliales en la interaccidén entre suicidio y TUS.
Anteriormente, se ha demostrado que los sujetos suicidas con dependencia del
alcohol presentan una mayor densidad glial en la corteza del cingulo anterior en
comparacidén con suicidas sin dependencia (Hercher et al., 2009). Si esta mayor
densidad glial es a expensas de algun tipo especifico de células gliales debera ser
determinado en estudios futuros, ya que en el estudio de Hercher y sus colaboradores
(2009) se utilizé una tincidn no especifica que permitiera identificar subtipos celulares.

Aunque no evaluamos la expresion génica en la corteza del cingulo anterior, el estudio
de Hercher y sus colaboradores (2009) sugiere que la dependencia a sustancias, en
este caso, el alcohol, en interaccion con el suicidio puede influir en la densidad glial.
En este contexto, la sobreexpresion de genes relacionados con la proliferacion celular
sugiere que la mayor densidad glial reportada en el cingulo anterior también podria
encontrarse en la corteza prefrontal dorsolateral, que fue el area analizada en nuestro
estudio.

Un posible mecanismo que podria contribuir al aumento de la expresién de genes
relacionados con la proliferacion glial es la combinacion de efectos
inmunomoduladores y factores relacionados con el estrés, que conducirian a una
mayor densidad glial (Hercher et al., 2009). En nuestros resultados encontramos a la
respuesta al estrés y la regulaciéon de procesos del sistema inmune dentro de los
términos relacionados con os genes influidos por la interaccion de suicidio y TUS. Lo
cual, concuerda con el mecanismo propuesto por Hercher y sus colaboradores (2009).

Se ha sugerido que la interaccién entre depresiéon y TUS podria conducir a una
disfuncién glial y una consecuente alteracion en las funciones generales de estas
células, incluyendo soporte metabdlico, modulacion de la neurotransmisién GABA y
glutamatérgica (Niciu et al., 2014; Goodwani et al., 2017; Kimelberg & Nedergaard,
2010). La modulacién farmacoldgica de la neurotransmisién glutamatérgica podria ser
clave en el tratamiento del TUS en comorbilidad con otros desérdenes mentales, ya
que se ha demostrado que la ketamina, un agente modulador del glutamato, reduce
el indice de suicidio en poblaciones de alto riesgo (Goodwani et al., 2017; Price et al.,
2009; DiazGranados et al., 2010), por lo que la inclusion de este medicamento en el
tratamiento de sujetos con TUS con riesgo suicida es una opcion que debe ser
explorada en investigaciones futuras.
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Expresion génica en individuos con patologia dual que murieron por suicidio

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos con respecto a la edad
(p=0.769), sexo (p = 0.133), mecanismo de muerte (p = 0.15) e intervalo post mortem
(p = 0.48). El trastorno por uso de alcohol fue el TUS mas frecuente en los grupos de
individuos con patologia dual y TUS. En el grupo de individuos con patologia dual,
nueve individuos tenian trastorno por uso de alcohol y un individuo presenté trastorno
por uso de benzodiacepinas.

De los individuos con trastorno por uso de alcohol en el grupo de patologia dual, dos
individuos ademas tenian trastorno por uso de cannabis, uno tenia trastorno por uso
de cocaina y un individuo presentaba trastorno por uso de tabaco. En el grupo de
TUS, ocho individuos presentaron trastorno por uso de alcohol, uno tenia trastorno
por uso de cocaina y otro tenia trastorno por uso de inhalantes. Entre los sujetos con
trastorno por uso de alcohol en el grupo de TUS, dos individuos ademas tenian
trastorno por uso de tabaco.

El DM fue el trastorno del estado de animo mas frecuente en los grupos de patologia
dual y trastornos del estado del animo (90% y 77%, respectivamente). Las
caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra analizada en este re-analisis se
muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Caracteristicas de la muestra reanalizada

Trastornos del Suicidas sin

Pa’:joulglgla TUS estado del comorbilidad Valor de
animo mental P
Namero de 10 10 13 5
individuos
Edad (afios) 36.5 + 22.51 29.7 + 13.58 30.92 + 16.87 36.40 + 12.62 0.769
Sexo (H:M) 9:1 10:0 9:4 3:2 0.133
IPM (horas) 15.4 +4.02 14.5 + 4.39 14.40 +4.13 18.41 + 547 0.48
Trastorno 9/1/10 0/0/10 10/3/0 0/0/0
psiquiatrico’
RIN 6.1+ 1.08 6.37 £ 1.20 6.55 +1.20 5.96 £ 1.29 0.30
Mecanismo de 7/0/2/0/1 10/0/0/0/0 9/1/1/1/1 5/0/0/0/0 0.15
muerte?
Resultado
positivo en 8 7 2 1 0.003
examen
toxicologico

Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS); hombres (H); mujeres (M); Intervalo post mortem (IPM).
Trastorno de depresion mayor/Trastorno bipolar/TUS
2Asfixia/Disparo/Intoxicacion/Trauma/Punzocortante

74



Se evalud la presencia de posibles efectos de lote en la muestra estudiada al graficar
la distribuciéon de las muestras de acuerdo con los dos primeros componentes
principales determinados por un analisis de componentes principales. En esta grafica
observamos que los grupos de comparacion presentaban un efecto de lote asociado
a una fuente de variabilidad no identificada (Figura 23A). Por lo que, este efecto de
lote fue corregido con el paquete ARSyN (Nueda, Conesa & Ferrer, 2012).

Al graficar la distribucion de las muestras sobre los dos primeros componentes
principales después de la correccién del efecto de lote con ARSyN, notamos una
separacion de las muestras en los grupos de comparacion sobre el primer
componente principal, como se indica en la Figura 23B.
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Figura 23. Anédlisis de componentes principales de las muestras. A) Después de la normalizacion por cuantiles
de los datos. Se observa un efecto de lote asociado a una fuente de variabilidad no identificada en los grupos de
comparacion. B) Eliminacion del efecto de lote con un analisis multidimensional con ARSyN. Se observa
separacion de las muestras de acuerdo con los grupos de comparacion.

Patologia dual vs. TUS

Al comparar el perfil de expresién génica de suicidas con patologia dual vs. suicidas
con TUS, se identificaron 255 genes diferencialmente expresados, de los cuales 32
se encontraban sobre-expresados y 223 sub-expresados en los suicidas con
patologia dual con respecto a los suicidas con TUS. De estos 225 genes, 224 genes
eran codificantes y uno no codificante. Los 10 genes con el menor valor de p corregido
por FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta comparacion se
muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica entre

suicidas con patologia dual y suicidas con TUS
Valor de p corregido

Simbolo FC Valor de p por FDR* Nombre del gen
EPHA4 -2.07 4.05E-14 3.01E-10 Receptor de EPH A4
Serina / treonina-proteina
PAK1 -1.69 9.62E-14 3.01E-10 cinasa PAK 1
SYT1 -2.25 9.66E-14 3.01E-10 Synaptotagmina-1
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Proteina de unién a la
proteina cinasa C NELL2

Proteina que contiene el
BTBD10 -1.61 5.08E-13 9.49E-10 dominio BTB / POZ 10

Dominio de repeticion WD

NELL2 -1.81 2.65E-13 6.17E-10

WDRA47 1.75 1.02E-12 1.55E-09 P
Regulador de la
RGS4 -1.70 1.17E-12 1.55E-09 sefializacion de la proteina
G4
Ssv2B 161 3.03E-12 3.54E-09 Glicoproteina 2B de la
vesicula sinaptica
DYNC1I1 163 4.99E-12 5.17E-09 Cadena intermedia 1 de la
dineina citoplasmatica 1
PHF24 -1.67 9.60E-12 8.96E-09 Proteina en dedos de zinc

24
Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)

El mapa de calor de los genes diferencialmente expresados de esta comparacion
mostré una clara separacion de los grupos (Figura 24).
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-~ dual

Genes diferencialmente expresados

Figura 24. Mapa de calor de los genes expresados diferencialmente entre suicidas con patologia dual y
suicidas con TUS. Los genes expresados diferencialmente se muestran en columnas y las muestras en filas. Los
niveles de expresion génica se representan en el espectro rojo-verde para genes sub y sobre-expresados,
respectivamente.

Los resultados del analisis de ontologia génica incluyendo tanto a los genes sub-
expresados como los sobre-expresados identificados en la comparacion entre
suicidas con patologia dual y suicidas con TUS, se muestran en la Figura 25.
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Ontologia génica: Patologia dual vs TUS
conoss202~sinapsis [N s
G0O:0031175~Desarmollo de proyecciones neuronales _ 3/40
G0:0007610~Comportamiento [ NNNENEGEN /25
GO:0008092~Unién a proteinas del citoesqueleto _ 4/30

GO:0006836~Transporte de neurotransmisores - 1/11
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-In (valor de p corregido por FDR)

Figura 25. Términos de ontologia génica relacionados con genes expresados diferencialmente de la comparacion
entre suicidas con patologia dual y suicidas con TUS. Al final de cada barra se indica el nUmero de genes sobre-
expresados/ sub-expresados relacionado con cada término, respectivamente.

Las vias biologicas relacionadas con los genes diferencialmente expresados de la
comparacién entre suicidas con patologia dual y suicidas con TUS identificadas en el
analisis con WebGestalt, se muestran en la Figura 26.

Vias bioldgicas: Patologia dual vs TUS

hsa04723: Sefalizacién de endocanabincides [ 3.8
hsa04721: Ciclo de vesiculas sinapticas [y - 4.03
hsa04911:Secrecidn de insulina e .25
hsa04020: Sefializacién de calcio [N 456
hsa04360:Guia axonal [N 585
hsa04080:Interaccion de receptores-igandos neuroactivos [N s.20

hsa0427: Sinapsis gabaérgica [ 6.23
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Figura 26. Vias bioldgicas relacionadas con los genes expresados diferencialmente de la comparacion entre
suicidas con patologia dual y suicidas con TUS. El puntaje de enriquecimiento asociado con cada via se muestra
al final de cada barra.

Patologia dual vs. trastornos del estado del animo

La comparacion entre suicidas con patologia dual y suicidas con trastornos del animo
arrojo 172 genes diferencialmente expresados. De estos genes, 52 se encontraron
sobre-expresados y 120 sub-expresados en los suicidas con patologia dual con
respecto a los suicidas con trastornos del animo. De estos 172 genes, 171 genes eran
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codificantes y uno no codificante. Los 10 genes con el menor valor de p corregido por
FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta comparacién se muestran
en la Tabla 24.

Tabla 24. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica entre
suicidas con patologia dual y suicidas con trastornos del estado del animo

Valor de p
Simbolo FC Valor de p corregido por Nombre del gen
FDR*

ADCY1 -1.75 2.51E-11 7.80E-08 Adenilato ciclasa 1
GLRB -1.70 2.16E-11 7.80E-08 Receptor de glicina Beta
GABBR2 154 9.08E-12 7.80E-08 Receptor B de acido gamma-

aminobutirico B2
PHF24 -1.60 4.01E-11 9.37E-08 Proteina en dedos de zinc 24
SYT1 -1.89 6.18E-11 1.15E-07 Synaptotagmina-1
EPHA4 -1.74 1.21E-10 1.88E-07 Receptor de EPH A4
OPCML 147 2.21E-10 2 58E-07 Molécula de adhesién de
opioides
CRYAB 1.78 2.21E-10 2.58E-07 Cadena B de alfa-cristalina
TMEM155 -1.74 2.90E-10 2.62E-07 Proteina transmembrana 155
WDR47 -1.58 3.09E-10 2.62E-07 Dominio de repeticion WD 47

Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)

El mapa de calor de los genes diferencialmente expresados de esta comparacion
mostro una clara separacion de los grupos, como se muestra en la Figura 27.
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Figura 27. Mapa de calor de los genes expresados diferencialmente entre suicidas con patologia dual y
suicidas con trastornos del animo. Los genes expresados diferencialmente se muestran en columnas y las
muestras en filas. Los niveles de expresion génica se representan en el espectro rojo-verde para genes sub y
sobre-expresados, respectivamente.
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Los resultados del analisis de ontologia génica de los genes diferencialmente
expresados de la comparacion entre suicidas con patologia dual y suicidas con
trastornos del animo se muestran en la Figura 28.

Ontologia génica: Patologia dual vs trastornos del animo

GO:0045202~Sinapsis NN 2/37
G0:0016020~Membrana NG 33/92
GO:0043005~Proyeccion neurcnal [N 5/30
GO0007154~Comunicacion celular N 22/62
GO0:0007810~Comportamiento  [INNEGN /17
GO:0006836~Transporte de neurotransmisores |G 2/9

G0:0005516~Union a calmodulina I o/10

0 5 10 15 20 25 30 35
-n {valor de p corregido por FDR)

Figura 28. Términos de ontologia génica relacionados con genes expresados diferencialmente de la comparacion
entre suicidas con patologia dual y suicidas con trastornos del animo. Al final de cada barra se indica el numero
de genes sobre-expresados/ sub-expresados relacionado a cada término, respectivamente.

Las vias bioldgicas relacionadas con los genes diferencialmente expresados de la
comparacion entre suicidas con patologia dual y suicidas con trastornos del animo se
muestran en la Figura 29.

Vias biolégicas: Patologia dual vs trastornos del animo

hsa04727:Sinapsis gabaérgica 6.21
hsa04723: Sefializacion de endocanabinoides 6.57
hsa04721.Ciclo de vesiculas sinapticas 6.37
hsa04724: Sinapsis glutamatérgica 5.17
hsa04020:Sefalizacion de calcio 4.27
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5

-In (valor de p corregido por FDR)
Figura 29. Vias bioldgicas relacionadas con los genes expresados diferencialmente de la comparacion entre

suicidas con patologia dual y suicidas con trastornos del animo. El puntaje de enriquecimiento asociado con cada
via se muestra al final de cada barra.

79



Patologia dual vs. suicidas sin comorbilidad mental

En la comparacion entre suicidas con patologia dual y suicidas sin ningun trastorno
mental, encontramos 330 genes diferencialmente expresados. 62 de ellos se
encontraron sobre-expresados y 268 sub-expresados en los suicidas con patologia
dual con respecto a los suicidas sin comorbilidad mental. De estos 330 genes, 326
genes eran codificantes y 4 no codificantes. Los 10 genes con el menor valor de p
corregido por FDR, y por lo tanto mayor significancia estadistica de esta comparacion

se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26. Los diez genes diferencialmente expresados con mayor significancia estadistica entre

suicidas con patologia dual y suicidas sin comorbilidad mental
Valor de p corregido

Simbolo

FC

Valor de p

Nombre del gen

por FDR*
EPHA4 -2.30054 1.44E-13 6.73E-10 Receptor de EPH A4
PAK1 -1.843359 1.44E-13 6.73E-10 Serina / treonina-proteina
cinasa PAK 1
SYT1 -2.55874 2.20E-13 6.84E-10 Synaptotagmina-1
GABBR2 -1.766776 3.26E-13 7.60E-10 Receptor B de acido gamma-
aminobutirico B2
Proteina de union a la proteina
NELL2 -1.980002 6.27E-13 1.17E-09 o esn CNELLS
WDRA47 -1.943109 8.13E-13 1.23E-09 Dominio de repeticién WD 47
PHF24 -1.895608 9.24E-13 1.23E-09 Proteina en dedos de zinc 24
GLRB -2.030365 1.06E-12 1.24E-09 Receptor de glicina Beta
oPCML -1.699581 1.32E-12 1.37E-09 Molecula de adhesion de
opioides
RGS4 -1.850237 1.75E-12 1.63E-09 Regulador de la sefalizacion

Abreviaturas: Fold-change (FC); False Discovery Rate (FDR)

de la proteina G 4

El mapa de calor de los genes diferencialmente expresados de esta comparacion
mostro una clara separacion de los grupos, como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Mapa de calor de los genes expresados diferencialmente entre suicidas con patologia dual y
suicidas sin comorbilidad mental. Los genes expresados diferencialmente se muestran en columnas y las
muestras en filas. Los niveles de expresion génica se representan en el espectro rojo-verde para genes sub y
sobreexpresados, respectivamente.

Los resultados del analisis de ontologia génica de los genes diferencialmente
expresados de la comparacion entre suicidas con patologia dual y suicidas sin
comorbilidad mental se muestran en la Figura 31.

Ontologia génica: Patologia dual vs suicidas sin
comorbilidad mental

G0:0044456~Morfologia de la sinapsis 3/56
G0:0016020~Membrana 38/184
G0:004 3005~Proyecciones neuronales 4/53
GO:0061564~Desarrollc axonal 6/26
G0O:0022008~Neurogénesis 15/48
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GO:0006836~Transporte de neurctransmiscres 2/15
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Figura 31. Términos de ontologia génica relacionados con genes expresados diferencialmente de la comparacion
entre suicidas con patologia dual y suicidas sin comorbilidad mental. Al final de cada barra se indica el numero de
genes sobre-expresados/ sub-expresados relacionado a cada término, respectivamente.

Las vias bioldgicas relacionadas con los genes diferencialmente expresados de la
comparacién entre suicidas con patologia dual y suicidas sin comorbilidad mental se
muestran en la Figura 32.
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Vias biologicas: Patologia dual vs suicidas sin
comorbilidad mental

hsa04723: Senalizacion de endocanabinoides 5.50
hsa04721: Ciclo de vesiculas sinapticas 5.65
hsa04020: Sefializacién de calcio 3.57
hsa04727: Sinapsis gabaérgica 4.25
hsa04080: Interaccidon de receptores-ligandos neuroactivos 3.97
hsa04360: Guia axonal 2.86

hsa04724: Sinapsis glutamatérgica 3.54
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4n (valor de p comregido por FDR)

Figura 32. Vias bioldgicas relacionadas con los genes expresados diferencialmente de la comparacion entre
suicidas con patologia dual y suicidas sin comorbilidad mental. El puntaje de enriquecimiento asociado con cada
via se muestra al final de cada barra.

Interaccion entre TUS y trastornos del &nimo

La interaccion TUS x trastornos del animo influyé sobre la expresion de 133 genes. El
analisis de ontologia génica de estos genes mostré enriquecimiento en el término
“vesiculas” (GO: 0031982, 58 genes). Los genes relacionados con este término se
encontraron enriquecidos especificamente con la exocitosis (13 genes), endosomas
(10 genes), vesiculas sinapticas (11 genes) y vesiculas extracelulares (36 genes).

Otros términos que mostraron enriquecimiento fueron: “sinapsis” (GO: 0045202, 31
genes), “neurogénesis” (GO: 0022008, 26 genes), “union celular” (GO: 0030054, 21
genes) y “formacién de vainas de mielina” (GO: 0043209, 13 genes). El andlisis de
vias bioldgicas de estos genes indic asociacion con el ciclo de vesiculas sinapticas
(hsa04721, 6 genes: ATP6V1A, ATP6V1G2, SNAP25, STX1A, VAMP2, SYT1) y la
ruta de senalizaciéon de calcio (hsa04020, 7 genes: ADCY1, SLC25A4, ITPKB,
PPP3CB, PRKCB, VDAC3, CAMK2B).

Enriguecimiento de marcadores especificos de tipo celular

El enriquecimiento de marcadores especificos de tipo celular indicd niveles de
expresion mas altos de marcadores para células gliales tales como astrocitos,
microglia y oligodendrocitos en suicidas con patologia dual en comparacion con
suicidas con TUS, suicidas con trastornos del estado del animo y suicidas sin
trastornos mentales.
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Por el contrario, se observd una disminucidon en la expresion de marcadores
especificos de las neuronas piramidales y neuronas GABAérgicas positivas a
parvalbumina (PV) en suicidas con patologia dual en comparacion con los otros
grupos. Los resultados completos del enriquecimiento de marcadores especificos de
tipo celular se muestran en la Figura 33.
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Figura 33. Distribucion de marcadores especificos de tipo celular entre los grupos. Los graficos muestran la
distribucion de marcadores especificos para los siguientes tipos de células: A) astrocitos, B) células endoteliales,
C) interneuronas GABAérgicas positivas a parvalbumina, D) células de Martinotti, E) neuronas GABAérgicas
positivas a péptido intestinal vasoactivo, F) Microglia, G) Activacion de la microglia, H) Inactivacion de la microglia
I) Oligodendrocitos, J) Precursores de oligodendrocitos, K) Neuronas piramidales.

La significancia estadistica de las diferencias de los marcadores especificos de tipo
celular para cada comparacién se muestra en la Tabla 27.

Tabla 27. Diferencias en la expresién de marcadores especificos de tipo celular en la corteza
prefrontal dorsolateral de suicidas

. Patologia dual vs. Patologia dual vs.
. Patologia dual vs. ot .
Marcador de tipo celular trastornos del suicidas sin
TUS 2nd -
animo comorbilidad mental
Astrocitos * * *
Células endoteliales * * *

Neuronas gabaérgicas PV+

Células de Martinotti
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Neuronas gabaérgicas VIP+

Microglia

*% * *%k

Activacion de la microglia
Inactivacion de la microglia

Oligodendrocitos

*k

Precursores de oligodendrocitos

*k * *%

Neuronas piramidales

Abreviaturas: Trastorno por uso de sustancias (TUS); neuronas Positivas a parvalbumina (PV+); neuronas
Positivas a péptido intestinal vasoactivo (VIP+)

El numero de genes influenciados por la heterogeneidad de tipo celular se estimé
mediante la inclusidn de los resultados del enriquecimiento de marcadores
especificos de tipo celular en el modelo lineal utilizado para el analisis de expresion
diferencial entre los grupos. En esta nueva estimacion del modelo, encontramos que
las diferencias en la expresion de marcadores especificos de la activacién de la
microglia, la inactivacion de la microglia y las células de Martinotti influyeron en la
expresion de cinco, doce y un gen, respectivamente, con un valor de p corregido por
FDR <0.1, como se muestra en la Tabla 28.

Tabla 28. Genes cuya expresion estainfluenciada por marcadores especificos de tipo celular en
la corteza prefrontal dorsolateral de suicidas

Marcador de tipo celular Entrez ID Simbolo del gen veloralz chI;)I;regldo por
51191 HERC5 0.06930055
10561 IF144 0.02326712
Activacion de la microglia 115361 GBP4 0.02326712
4939 OAS2 0.06930055
Células de Martinotti 1 A1BG 0.08878915
9140 ATG12 0.09802112
23670 TMEM2 0.09802112
139411 PTCHD1 0.09802112
3983 ABLIM1 0.09802112
6711 SPTBN1 0.09802112
Inactivacién de la microglia 201266 SLC39A11 0.09802112
116843 SLC18B1 0.09802112
51191 HERC5 0.09802112
29106 SCG3 0.09802112
115361 GBP4 0.09202061
4939 OAS2 0.09802112
4281 MID1 0.09802112

Abreviaturas: False Discovery Rate (FDR).

Dado que el punto de corte para el valor de p corregido por FDR seleccionado para
el presente estudio fue 0.001, los tipos celulares mencionados no se consideraron
como covariables en este analisis.
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Discusion: Expresion génica en individuos con patologia dual que murieron
por suicidio

Los factores neurobioldgicos subyacentes a la patologia dual han sido poco
explorados (Balhara, Kuppili y Gupta, 2017). Este es el primer estudio a nivel del
transcriptoma que compara los perfiles de expresion génica en el tejido cerebral
humano de individuos con patologia dual y de individuos con TUS y trastornos del
animo.

La caracterizacion de rasgos moleculares en individuos con patologia dual permitira
el disefio de medidas preventivas y terapéuticas orientadas al tratamiento adecuado
de esta entidad. Actualmente, el tratamiento esta dirigido principalmente a uno de los
trastornos de esta comorbilidad (Schiffer et al., 2010), lo que resulta en resultados
clinicos suboptimos.

Patologia dual vs. TUS

La expresion diferencial de genes relacionados con la sefializacién sinaptica sugiere
una funcién sinaptica comprometida a multiples niveles, como en el ensamble del
citoesqueleto, receptores de neurotransmisores y el trafico de vesiculas. Este
hallazgo indica una posible alteracion en la transmisién sinaptica, que pudiera
conducir a un deterioro de la funcion cognitiva (Berchtold et al., 2013). Dado que los
individuos de ambos grupos presentaron TUS, es poco probable que las diferencias
observadas en el patron de expresion génica puedan atribuirse al solo efecto del uso
de sustancias.

En esta comparacion, identificamos la sobreexpresion de GFAP en individuos con
patologia dual con respecto a los individuos con TUS. Este hallazgo aporta evidencia
al posible papel de las células gliales, en particular los astrocitos, en la patologia dual
como se ha propuesto anteriormente (Miguel-Hidalgo et al., 2002). La sobreexpresion
de GFAP sugiere una posible activacion de astrocitos en individuos con patologia dual
con respecto a los individuos con TUS. Esta posible activacion de astrocitos pudiera
ser parte de un proceso de neuroinflamacion, que se ha propuesto como un
mecanismo subyaciente a los trastornos del animo (cuya presencia que fue la
diferencia en esta comparacion) (Lurie, 2018).

Ademas, el enriquecimiento de marcadores especificos de tipo celular sugirié una
mayor expresion de genes especificos de células gliales, incluidos los astrocitos, en
suicidas con patologia dual en comparacion con suicidas con un solo trastorno y
suicidas sin trastornos mentales. La sobreexpresion de los genes implicados en la
regulacion negativa de la apoptosis observada en esta comparacién pudiera ser
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consecuencia de la liberacidon de factores neurotréficos por los astrocitos activados
(Brahmachari, Fung y Pahan, 2006).

En contraste con nuestros resultados, un modelo animal de patologia dual exhibié una
subexpresion de GFAP en la corteza prefrontal en respuesta a la exposicién a la
cocaina (Chambers et al., 2013). Sin embargo, esta discrepancia puede deberse a la
evaluacién del efecto de diferentes sustancias. En ese modelo animal, los autores
evaluaron el transcriptoma de ratas con sensibilizacion a la cocaina (Chambers et al.,
2013); mientras que en el presente estudio la sustancia mas utilizada por los
individuos fue el alcohol. A pesar de la inconsistencia en la direccion del cambio de
GFAP entre ambos estudios, la expresion mixta de este gen en dos fenotipos de
patologia dual diferentes sugiere que este gen pudiera tener un papel relevante en la
patogénesis de la patologia dual. La participacion de GFAP en otros trastornos
concurrentes debe evaluarse en futuros estudios (Chambers et al., 2013).

Los genes HMG20B, PCDH7, YES1 (sobreexpresados en humanos y ratas con
patologia dual en ambos estudios) y NXT2 (subreexpresado en humanos y ratas con
patologia dual en ambos estudios) se detectaron como diferencialmente expresados
en el estudio de Chambers y colaboradores y el nuestro. Sin embargo, en el estudio
del modelo murino, los cambios en la expresion génica de estos genes fueron
detectados en el caudado, el putamen y el nucleo accumbens de las ratas y no en la
corteza prefrontal, que fue el area evaluada en nuestro estudio. Seria necesario
examinar los patrones de expresion génica en individuos con patologia dual en las
mismas regiones cerebrales donde se realizé el estudio de Chambers y sus
colaboradores (2013) para poder realizar una adecuada comparacion de los cambios
de expresidn génica en cada region cerebral en el modelo murino y en humanos.

Sin embargo, es interesante que los mencionados cambios de expresidn génica en
humanos no se hayan encontrado en la corteza prefontal de las ratas. Lo cual podria
deberse a la diferencia en las sustancias evaluadas en cada estudio, como se discutio
en parrafos anteriores, 0 a una poca concordancia en los niveles de expresion entre
humanos y ratas en patologia dual. Definitivamente, mas estudios en seres humanos
y modelos animales para patologia dual son necesarios para poder esclarecer estas
discrepancias.

Patologia dual vs. trastornos del &nimo

Ademas de los cambios en la expresion génica en vias biologicas similares a la
comparacion previa, como la sefalizacion sinaptica, detectamos una expresién
diferencial de los genes implicados en la neurotransmision GABAérgica y
glutamatérgica entre suicidas con patologia dual y suicidas con trastornos del animo.
La sobreexpresion del gen que codifica para el transportador de glutamato SLC1A3
en suicidas con patologia dual con respecto a suicidas con trastornos del animo es
interesante, ya que se ha reportado la sub-expresion de este gen en pacientes con
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trastornos del animo (Sequeira et al., 2009; Choudary et al., 2005). Este hallazgo
podria ser una diferencia fundamental entre los pacientes con patologia dual y los
pacientes con trastornos del animo y podria ser parte de las causas del mal prondstico
asociado a los pacientes con patologia dual en comparacion con los individuos con
trastornos del animo.

Patologia dual vs. suicidas sin comorbilidad mental

Detectamos la subexpresion de genes involucrados en la neurogénesis, asi como la
regulacion positiva de los reguladores negativos de dicha via en suicidas con
patologia dual en comparacion con suicidas sin ninguna comorbilidad mental. Este
hallazgo sugiere una disminucién de la neurogénesis en individuos con patologia dual
en comparacion con individuos sin comorbilidad mental. Las posibles implicaciones
de este resultado son poco claras, ya que la funcién de la neurogénesis cortical en
adultos, como lo son los individuos de nuestra muestra no ha sido elucidada hasta el
momento (Ohira, 2018).

Se ha prestado especial atencion a la posible disminucion de la neurogénesis en el
hipocampo de individuos con patologia dual (Chambers, 2013). Ademas, debido a la
interaccion entre el hipocampo y la corteza prefrontal, es razonable suponer que la
neurogénesis anormal podria afectar a ambas regiones del cerebro, asi como a otras
areas que participan en el circuito cortico-hipocampal. La subexpresion de genes
implicados en la axogénesis y la neurotransmision podria ser una consecuencia de la
disminucidn de la neurogénesis.

Interaccion entre TUS y trastornos del &nimo

Entre los genes cuya expresion se vio influenciada por la interaccion entre TUS y
trastornos del animo, fue evidente la gran cantidad de genes relacionados con la
funcién vesicular, particularmente con vesiculas extracelulares y exocitosis. Las
vesiculas participan de manera importante en la modulacién de la comunicacion
célula-célula en el sistema nervioso central (Pegtel et al, 2014; Fries y Quevedo, 2018;
Fries et al.,, 2019) y su relacidon con trastornos mentales, recientemente se ha
explorado en DM y TB (llgin & Topuzoglu, 2018; Fries y Quevedo, 2018; Fries et al.,
2019). Ademas de su ya mencionada participacion en la comunicacion intercelular,
las vesiculas participan en la mielinizaciéon, plasticidad sinaptica, presentacion de
antigenos y como soporte tréfico a las neuronas (Shi et al., 2019; Budnik et al., 2016;
Coleman y Hill, 2015; Thompson et al., 2016). Por lo tanto, la evaluacion del posible
papel de los genes involucrados en la funcién vesicular en la patologia dual y su
asociacion con el suicidio es de suma importancia para futuros estudios.

Ademas, nuestros resultados sugieren que la interaccion entre TUS y trastornos del
animo podria alterar la expresién de genes que participan en la neurogénesis. La
expresion alterada de los genes de neurogénesis podria ser parte de los mecanismos
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subyacentes a las diferencias en los marcadores especificos de tipo celular
encontradas en los sujetos con patologia dual con respecto a los otros grupos.

El enriquecimiento de marcadores de tipo celular sugirié diferencias previamente
discutidas en la expresion de marcadores especificos de tipo celular para varios tipos
de células entre los grupos. Una interpretacién para estas diferencias encontrados
son posibles cambios en la abundancia relativa del tipo de célula correspondiente
(Mancarci et al., 2017).

Por lo tanto, los cambios observados en la expresién génica entre los grupos pueden
ser debido a diferencias de composicion de tipo celular, en lugar de diferencias
transcripcionales (Tsoucas et al., 2019). En estudios en los que se ha utilizado tejido
cerebral de ratones (McKenzie et al., 2018) y pacientes humanos con trastornos
psiquiatricos, se ha sugerido que los cambios en la expresion génica pudieran
atribuirse a alteraciones en la abundancia celular relativa (Toker et al., 2018; Ramaker
et al., 2017). Aunque en este re-analisis hicimos una estimacion de los genes cuya
expresion estuvo influida por diferencias en los marcadores especificos de tipo celular
y no fue significativa en el punto de corte utilizado en este estudio, no podemos
descartar la influencia de este efecto en nuestros resultados. Para determinar las
variaciones en la expresion génica de acuerdo con el subtipo celular podrian
realizarse estudios utilizando técnicas como RNA-seq de una sola célula y/o clasificar
los tipos celulares presentes en el tejido cerebral que es heterogéneo previo a la
evaluacion de la expresion génica por medio de tinciones, marcajes especificos para
cada tipo celular. Otra alternativa para seleccionar ciertos tipos celulares y evaluar su
perfil de expresion génica es la microdiseccion con rayo laser (Tagliafierro et al.,
2016).

Limitaciones, conclusiones y perspectivas

Cabe senalar que los estudios que integran la presente tesis son los primeros estudios
de expresion génica en cerebro de suicidas en una poblacion latinoamericana. El
suicidio es un fendmeno en el que interactuan diferentes factores individuales,
sociodemograficos y situacionales, y estos factores pueden variar segun el lugar y la
etnia. Los factores ambientales a los que estan expuestos los individuos de la
poblacion mexicana pueden conducir a cambios epigenéticos que pudieran ser
diferentes a los encontrados en otras poblaciones, y esto podria conducir a influencias
unicas en la expresion génica.

El presente estudio tiene algunas limitaciones, como el tamafo relativamente
pequefio de la muestra, especialmente en los grupos de sujetos no suicidas. Seria
deseable aumentar el numero de la muestra e incluir mas sujetos con abuso de
sustancias distintas al alcohol, con el fin de explorar el efecto de estas sustancias en
la interaccién con el suicidio. Otra limitacidn es la falta de analisis en otras regiones
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del cerebro potencialmente relevantes para el suicidio y TUS. Estudios futuros
deberan centrarse en los cambios epigenéticos y genotipicos que podrian causar las
alteraciones del transcriptoma observadas en este estudio.

Una limitacion metodoldgica inherente a las plataformas de microarreglos es la
restriccion del analisis a las sondas elegidas por el fabricante. Esta limitacion
metodoldgica puede superarse mediante el uso de la secuenciacion de RNA en
futuros estudios. Ademas, algunas limitaciones son intrinsecas a los estudios post
mortem, como el método de diagnostico basado solo en los registros médico-legales
y que no contemplo la gravedad de los trastornos, el uso de medicamentos, entre
otros factores que pudieran influir en los resultados obtenidos.

Nuestro estudio sugiere que los suicidas con TUS presentan alteraciones en la
expresion génica que son diferentes de las de suicidas sin esta comorbilidad, y los no
suicidas con TUS. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la interaccion del
suicidio con TUS conduce a un perfil de expresion unico en la corteza prefrontal.
Nuestros resultados también sugieren una alteraciéon en la expresiéon de genes
implicados en la diferenciacién glial y la neurotransmision glutamatérgica en suicidas
con TUS.

El re-analisis de los datos enfocado a patologia dual, tiene limitaciones adicionales,
como el tamafio de muestra aun mas reducido y la restriccion del analisis a individuos
qgue murieron por suicidio. Por lo tanto, son necesarios estudios futuros que incluyan
suicidas y no suicidas para dilucidar los mecanismos subyacentes involucrados en la
asociacién entre patologia dual y otras causas de mortalidad, ademas del suicidio.

El presente analisis se realizd en tejido cerebral heterogéneo, es decir que incluia
distintos tipos celulares, lo cual no permitié una descripcion precisa de los patrones
de expresion génica especificos de cada tipo celular. EI uso de métodos
especializados, como la secuenciacidon de RNA de células individuales y la micro-
diseccién, permitira la identificacion de patrones relevantes de expresion génica de
tipo celular en estudios posteriores.

Estudios en otras poblaciones y en muestras mas grandes son necesarios para
corroborar los resultados obtenidos en los estudios que integran la presente tesis. La
caracterizacion a nivel molecular de los individuos con TUS y patologia dual en el
contexto del suicidio permitira un mejor entendimiento de la asociacion de ambos
trastornos con el suicidio y el disefio de medidas adecuadas de tratamiento especifico
para estas comorbilidades.
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Abstract

Background/Aim: Although individuals with substance use
disarder (SUD) are at high risk of committing suicide, most
studies of postmortem gene expression exclude subjects
with SUD due to the potential confounding effect of drugs
in the transcriptome. Thus, little is known about the gene
expression profile in suicides with SUD. The identification of
altered biological processes in suicides with SUD is crucial in
the comprehension of the interaction between both pathol-
ogies. Methods: We evaluated the gene expression profile in

the dorsolateral prefrontal area of suicides and nonsuicides
with and without SUD by microarrays. Resalts: We identified
212 differentially expressed genes, predominately enriched
incell proliferation in the comparison between suicides with
and without SUD. When comparing the transcriptome of sui-
cides with SUD to nonsuicides with SUD, we identified 550
differentially expressed genes, mainly enriched in oxidative
phosphorylation. Differentially expressed genes (1,417) be-
tween suicides and nonsuickdes withouwt SUD were detected.
Most of them were related to mitochondrial function. Con-
dusion: Interaction between suicide and SUD seems to influ-
ence the expression of genes involved in glial proliferation
and glutamatergic neurotransmission. These results high-
light, for the first time, that suicides with SUD have a gene
expression profile distinct from that of subjects with only
one of these disorders. © 208 5 Karger AG, Basal
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Introduction

According to the World Health Organization’s latest
report, more than 800,000 people committed suicide in
2015, making it the 17th most frequent cause of death
worldwide [1]. Suicide rates have been increasing in many
countries, including Mexico, where they increased from
3.5 to 5.2 suicides per 100,000 inhabitants between 2000
and 2014 [2]. A first step in decreasing the suicide rate is
to identify the factors associated with this behavior. There
has been an association between suicidal behavior and
certain sociocultural, situational, and individual factors,
such as access to health services, interpersonal conflicts,
divorce, unemployment, isolation, lack of social support,
previous suicide attempt, and presence of mental disor-
ders (1, 3].

Several postmortem studies using a psychological au-
topsy have confirmed the association between suicide and
the presence of mental disorders. The well-known review
of Fleischmann et al. [4] reported that 88.6% of the sui-
cide victims suffered from a mental disorder, where mood
disorders were the most frequent diagnosis (42.1%), fol-
lowed very closely by substance use disorder (SUD) [4].
Similar rates of mental illnesses among individuals who
successfully committed suicide have been recently re-
ported [5, 6].

It is estimated that, compared to the general popula-
tion, subjects with alcohol abuse are almost ten times
more likely to commit suicide, whereas people with abuse
of other substances are approximately fourteen times
more likely to commit this act [7]. Dependence on sev-
eral substances such as alcohol, inhalants, heroin [8], and
tobacco [9] have also been associated with suicidal behav-
ior. Although subjects with SUD are at an increased risk
for suicidal behavior, most postmortem suicide gene ex-
pression studies have excluded this group of patients [10].
Therefore, little is known about the molecular basis of the
association between SUD and suicidal behavior. A recent
study by Gandal etal. [11] (2018) evaluated the transcrip-
tome of five mental disorders; autism, schizophrenia,
bipolar disorder, major depression, and alcohol use dis-
order (AUD), where they observed a lack of overlap be-
tween the AUD and the other mental disorders. This
result suggests that a different gene expression profile ex-
ists in suicides with SUD compared to subjects with other
mental pathologies.

The prefrontal cortex is the brain region responsible
for decision making, inhibition and short-term memory,
functions known to be altered in subjects with suicidal
behavior [12, 13]. Structural and functional changes in
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the prefrontal cortex, specifically the dorsolateral pre-
frontal cortex, as well as alterations in cognitive abilities
associated with the prefrontal region, have been identi-
fied in subjects with suicidal behavior and in subjects with
SUD [14]. Therefore, it is of particular interest to evaluate
gene expression in this brain region in suicidal subjects
with and without SUD, in order to have a better under-
standing of the interaction between suicide and SUD. The
identified genes could be used as potential biomarkers of
suicidal behavior in subjects with SUD and ultimately for
the implementation of novel treatments for this popula-
tion. In this preliminary study, we compared the gene ex-
pression profile in the dorsolateral prefrontal area of sub-
jects who committed suicide with and without SUD to the
transcriptome of subjects with and without SUD who
died due to a cause other than suicide.

Materials and Methods

Subjects and Brain Samples

Postmortem brain samples were obtained from the Institute of
Forensic Sciences (INCIFO) in Mexico City, Mexico, from subjects
who committed suicide and subjects with sudden death in 2016 in
Mexico City. Suicide completers are defined as those individuals
whose causes of death were self-inflicted injuries, which corre-
spond to X60-X84 codes of the International Classification of Dis-
eases, 10th Revision (ICD-10). The nonsuicidal subjects presented
sudden, not self-inflicted death (for example, a car accident) with-
out a period of prolonged agonal state or prolonged illness. The
Ethics Committee for Human Research at the National Institute of
Genomic Medicine approved this research.

Fresh brain tissue samples from the dorsolateral prefrontal cor-
tex (Brodmann area 9) were dissected using the middle frontal
gyrus and the precentral sulcus anatomical references and stored
in RNAlater, an RNA stabilization reagent (Qiagen, Singapore) at
-80°C until its use. The postmortem interval (PMI) represents the
time interval between the estimated time of death and the sample
collection, which ranged from 06:50 to 29:30 h. A toxicology test
for detecting substance consumption at the time of death was per-
formed in both peripheral blood and brain tissue.

Subjects were psychiatrically characterized by a diagnostic es-
timation based on data obtained through from the legal medical
records, which contain (i) declarations from the police, relatives,
and witnesses, (ii) demographic information, (iii) acute and chron-
ic stressful life situations, (iv) autopsy and toxicological reports,
and (v) clinical records in case the individual received medical at-
tention. A consensus diagnosis, based on the Diagnostic and Sta-
tistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition (DSM-5) crite-
ria, was achieved between a pathologist, a psychologist, and a psy-
chiatrist, and then reviewed and confirmed by an independent
experienced psychiatrist. The complete methods for diagnostic es-
timation are described elsewhere [15].

Sixty-six samples were collected, considering the following ex-
perimental groups: 23 suicide completers with comorbid SUD
(Suicidal SUD+ group), 20 suicide completers without SUD (Sui-

Mol Neuropsychiatry 2019;5:60-73 61
DOI: 10.1159/000493940

91



Table 1. Demographic, clinical, and suicide subjects’ characteristics

Suicides Nonsuicides p value
SUD + - + -
Subjects 23 20 9 14
Age, years 31.95+17.43 32.8+15.19 30.88+7.04 31.78+19.51 0.645
Gender (M:F) 21:2 12:8 8:1 8:6 0.028
PMIL, h 14.91+3.91 15.03+4.81 17.76+7.07 16.84+4.44 0.128
AUD 17 0 8 0
Positive result in toxicology test 16 3 4 0
Cause of death® 19/0/2/1/1/0/0 16/1/1/1/1/0/0 1/2/0/3/2/1/0 4/4/0/2/0/1/4

Values indicate number of subjects unless otherwise indicated. Continuous data is presented as mean + standard deviation. +,
positive; -, negative; SUD, substance use disorders; M, male; F, female; PMI, postmortem interval; AUD, alcohol use disorder. ® Asphyxia/
gunshot/intoxication/trauma/puncture wound/traffic accident/shock. Two-tailed p value test is described in Methods.

cidal SUD- group), 9 subjects with SUD whose cause of death was
not suicide (Nonsuicidal SUD+ group), and 14 nonsuicide subjects
without SUD (Nonsuicidal SUD- group); the latter two groups
were named as nonsuicides for the purposes of this study. Demo-
graphic, clinical, and suicide subjects’ characteristics are described
in Table 1. Categorical variables between experimental groups,
such as gender, were assessed by Fisher’s exact test, and continuous
variables, for instance age and PMI, using analysis of the variance
(ANOVA) tests. The interactive comparison between the experi-
mental groups is illustrated in Figure 1.

RNA Isolation

RNA isolation was performed using the RNeasy kit from Qia-
gen"™ following the manufacturer’s instructions. The purity of the
extracted RNA was evaluated on the NanoDrop1000 spectropho-
tometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and its integrity
by electrophoresis with 1% agarose gel. Subsequently, the RNA
integrity number of the samples was evaluated using the Agilent
Bioanalyzer. Only samples with an RNA integrity number >7 were
further processed.

Microarray Detection

The gene expression of the 66 samples was analyzed using the
Mlumina HumanHT-12 v4 BeadChip microarray, which contains
47,231 probes. RNA samples were labeled into biotinylated cRNAs
with the TargetAmp™-Nano Labeling Kit (Epicentre), followed by
hybridization into the BeadChips according to the manufacturer’s
protocol. The BeadChips were scanned on an iScan Microarray
Scanner (Illumina) immediately after the protocol.

Microarray Analysis

For data pre-processing the 47,231 probes contained in the mi-
croarray were annotated so that each one was assigned their re-
spective EntrezID and gene symbol with the Bioconductor “Illu-
minaHumanv4.db” package [16]. Then, raw probe intensities were
background corrected with the “normexp” method with “mle”
maximum likelihood approximation in the “limma” package [17-
19]. Subsequently, control, ERCC, and unannotated probes (with-
out a valid EntrezID number) were filtered out. Low detection
probes, namely those with a detection p value >0.05 and those not
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1 Suicidal
SUD-

Nonsuicidal
SUD+

Nonsuicidal
SUD-

Fig. 1. Venn diagrams for the interactive comparison between ex-
perimental groups. In this study, the gene expression profile of
Brodmann area 9 of suicides with substance use disorder (Suicidal
SUD+) and nonsuicides without SUD (Nonsuicidal SUD) were
compared to suicides without SUD (Suicidal SUD-) and nonsui-
cides with SUD (Nonsuicidal SUD+). The complete lists of differ-
entially expressed genes in these comparisons are shown in the
online supplementary material.

present in at least 50% of arrays in each experimental group, were
removed.

Gene expression values were normalized to compensate for
systematic technical differences between the arrays by the quantile
method and log,-transformed [20]. Replicate probes within the ar-
rays were summarized and replaced with their average value. To
visualize the data and evaluate possible batch effects, we performed
a principal component analysis where we could detect a batch ef-
fect associated with an unknown source of variation. A multivari-
ate analysis with the ARSyN package was executed to remove such
an effect [21].

The resulting data comprises a 2 x 2 factorial experimental de-
sign. The first factor is whether the individual committed suicide

Cabrera et al.
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Fig. 2. Principal component analysis (PCA) scatter plot of the studied subjects. a Using quantile-normalized gene
expression levels. b After multi-dimensional normalization using ARSyN. It is worth noting that in a the exper-
imental groups are confounded due to an excess of uncontrolled variability (batch effect). This effect was cor-
rected in b, where the first two principal components (PC1 and PC2) demonstrated a clear separation of these
groups. Experimental groups: suicide (Suicidal), nonsuicide (Nonsuicidal), with or without substance use disor-

der (SUD+/SUD-).

or not. The second factor is the absence or presence of SUD. The
data was analyzed using a gene by gene independent linear model
using the Bioconductor “limma” package [17, 18] according to
equation (1):

yijk =pt aISuin‘dc, + BYISnbs{am'r, + Y]Sui(idt. X ISubslam’;:, 43 eijl( (l)

where, yy;. is the log, gene expression level for the i-th suicide level,
under the j-th SUD level, in the k-th biological replicate; y is the
global average gene expression; a, f, and y are the suicide and SUD
coefficients, respectively; Isuicge, and Igubsance, are the indicator
dummy functions (0 or 1), for i-th suicide and j-th SUD levels, re-
spectively; g ~ N(0, o?) is the random error which is normally
distributed with zero expected value and variance equal to o for
the i-th suicide, j-th substance, and k-th biological replicate respec-
tive levels.

Principal effect and corresponding double interaction assess-
ments were carried out using Type-III sum of squares. Biological
marginal hypothesis tests between specific experimental groups
were performed using a two-tailed F test using the complete esti-
mated linear model parameters. p values associated with the dif-
ferentially expressed genes were corrected for multiple compari-
sons using the Benjamini-Hochberg false discovery rate method
[22]. For the purposes of this study, the significant level was set to
0.001. Visualization of the results from each comparison was car-

Gene Expression in Suicide and Substance
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ried out by means of heatmaps using “gplot” [23]. The data pre-
processing and processing were executed in R [24].

Functional Annotation Analysis

The Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID), version 6.8, was used for over-representation
analysis [25, 26]. The annotation categories were restricted to use:
Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (KEGG), Gene Ontol-
ogy (GO), and Reactome. The up- and downregulated genes were
analyzed separately in DAVID, since this approach is more power-
ful for finding significant functional pathways documented in the
databases [27]. Only the resulting 6,862 transcripts were used as
background reference. Biological pathways with a modified Fisher
exact p value <0.05 (EASE score) were considered enriched [28].
In addition, Ingenuity™ Pathway Analysis software (IPA®; QIA-
GEN Redwood City) was used to complement the analysis [29].

Results

Subjects and Brain Samples
According to the demographic, clinical, and suicide
subjects’ characteristics presented in Table 1, no signifi-
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Fig. 3. Substance use comparison heatmap for suicide subjects. The 222 differentially expressed genes (in col-
umns) between suicide subjects with substance use disorder (Suicidal SUD+) and suicide subjects without SUD
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spectrum for down-/upregulated genes.

cant differences were observed between the experimental
groups in terms of age (p value = 0.645) and PMI (p val-
ue = 0.128). However, there was an association between
gender and experimental group (p value = 0.028). In this
context, more men than women successfully committed
suicide across all the groups. This fact is consistent with
previous reports in the Mexican population, where it is
known that the majority of those who commit suicide or
suffer from SUD belong to the male gender [2].

In the suicide with SUD group, 73.91% (20/23) of the
subjects had AUD, whereas in the nonsuicidal group with
SUD, 88.88% (8/9) of the subjects had AUD. From the
subjects who obtained a positive result in the toxicology
test from the suicide with SUD group, 87.5% were posi-
tive for alcohol only and 12.5% were positive for alcohol
and cocaine. Subjects from the other groups were only
positive for alcohol.

The quantile-normalized gene expression levels were
inspected for batch effects using principal component
analysis (PCA) over the subjects (Fig. 2a). Together, the
first two components (PC1 and PC2) represented 50.98%
of the total variability. Unfortunately, the experimental
groups were mixed together whereas one would have ex-
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pected that they clustered. However, after applying AR-
SyN (Fig. 2b), a noteworthy separation along the PC1 axis
formed three clusters: (i) Suicidal SUD- subjects, (ii) Sui-
cidal SUD+ subjects, and (iii) nonsuicides (Nonsuicidal
SUD+ and Nonsuicidal SUD-), using only 13.44% of the
total gene expression variance.

Suicidal SUD+ versus Suicidal SUD-

In the comparison between subjects who committed
suicide and had SUD (n = 23) and subjects who commit-
ted suicide without SUD (n = 20), 222 differentially ex-
pressed genes were detected, yielding 112/110 genes up-/
downregulated, respectively. Visual inspection over the
corresponding heatmap showed that the two experimen-
tal groups clustered together (Fig. 3). The complete list of
differentially expressed genes in this comparison is shown
in the online supplementary material (for all online suppl.
material, see www.karger.com/doi/10.1159/000493940).

The functional analysis results of the downregulated
genes showed that GO terms were significantly enriched
in cation transport, neuron part, signaling, synapse, im-
mune response receptors, behavior, learning or memory,
and cellular respiration. The upregulated genes showed

Cabrera et al.

94



Canonical pathways: Suicidal SUD+ vs. Suicidal SUD-

Opioid signaling pathway
Parkinson’s signaling

Role of NFAT in cardiac hypertrophy
TCA cycle Il (eukaryotic)

Melatonin signaling

Wnt/B-catenin signaling
Sphingosine-1-phosphate signaling
Glioma invasiveness signaling

Human embryonic stem cell pluripotency

Signaling by rho family GTPases
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Fig. 4. Top 5 enriched canonical pathways from IPA. Canonical pathways related to upregulated genes (red bars)
and downregulated genes (green bars) detected when comparing suicides with substance use disorder (Suicidal
SUD+) to suicides without SUD (Suicidal SUD-).
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Fig. 5. Suicide comparison heatmap for subjects with substance use disorder (SUD). The 550 differentially ex-
pressed genes (in columns) between suicides with SUD (Suicidal SUD+) and nonsuicidal subjects with SUD
(Nonsuicidal SUD+), with red and blue color, respectively (in rows). Gene expression levels are depicted in red-
green spectrum for down-/upregulated genes.
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Chondroitin sulfate biosynthesis
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Death receptor signaling

p38 MAPK signaling
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Oxidative phosphorylation
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Sirtuin signaling pathway
Clathrin-mediated endocytosis signaling

Phagosome maturation
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Fig. 6. Top 5 enriched canonical pathways from IPA. Canonical pathways related to upregulated genes (red bars)
and downregulated genes (green bars) detected when comparing suicides with substance use disorder (Suicidal
SUD+) to nonsuicides with SUD (Nonsuicidal SUD+).

enrichment for GO terms related to epithelium develop-
ment, cell adhesion, regulation of nervous system devel-
opment, regulation of gene expression, and phosphati-
dylinositol-mediated signaling. The complete list of re-
lated GO terms is available in online supplementary
Table 1.

The joint functional analysis, including both up- and
downregulated genes, indicated that the genes identified
as differentially expressed genes between suicidal with
SUD (Suicidal SUD+) and suicidal without SUD (Suicid-
al SUD-) groups were associated with cell differentiation,
cell death, cell adhesion, and neurogenesis. Since cell dif-
ferentiation was the GO term associated with the highest
percentage of genes, we further investigated terms related
to this GO category in this comparison and found “neu-
ron and glial cell differentiation” with a significant p val-
ue. The complete list of related GO terms resulting from
this joint analysis is available in online supplementary
Table 2.

Moreover, the top five canonical pathways identified
by IPA ranked by their p value related to the up- and
downregulated genes are illustrated in Figure 4. The top
ten canonical pathways derived from the analysis of all

66 Mol Neuropsychiatry 2019;5:60-73
DOL: 10.1159/000493940

differentially expressed genes is available in online sup-
plementary Figure S1.

Suicidal SUD+ versus Nonsuicidal SUD+

The gene expression profile for suicides with SUD
(n = 23) with respect to suicides without SUD (n = 9)
showed 550 differentially expressed genes, of which 438
were upregulated and 112 downregulated. Visual in-
spection over the corresponding heatmap showed that
the two experimental groups clustered together (Fig. 5).
The complete list of differentially expressed genes in this
comparison is in the online supplementary material.

In this comparison, the downregulated genes showed
enriched GO terms related to signal peptides, receptor,
zinc finger proteins, and metabolic processes. The upreg-
ulated genes were associated with the mitochondrial
membrane, antigen processing and presentation, and cy-
toskeleton. The complete list of GO terms is available in
online supplementary Table 3.

When analyzing the complete list of differentially ex-
pressed genes between suicidal individuals with SUD and
nonsuicidal individuals with SUD, we found that they were
associated with immune response, oxidative phosphoryla-
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Color key
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Differentially expressed genes

Fig. 7. Suicide comparison heatmap for subjects without substance use disorder (SUD). The 1,417 differentially
expressed genes (in columns) between suicides without SUD (Suicidal SUD-) and nonsuicidal subjects without
SUD (Nonsuicidal SUD-), with red and blue color, respectively (in rows). Gene expression levels are depicted in
red-green spectrum for down-/upregulated genes.

tion, Parkinson’s disease, and mitotic cell cycle phase tran-
sition. The complete list of GO terms obtained from this
joint analysis is available in online supplementary Table 4.

The top five canonical pathways identified by IPA
ranked by p value related to differentially expressed genes
areillustrated in Figure 6. The top ten canonical pathways
resulting from the joint analysis of differentially expressed
genes identified in this comparison are available in online
supplementary Figure S2.

Suicidal SUD- versus Nonsuicidal SUD-

In the comparison between suicides without SUD (n =
20) and nonsuicides without SUD (n = 14), 1,417 differ-
entially expressed genes were detected, yielding 923/494
genes up-/downregulated, respectively. The correspond-
ing heatmap showed that the two experimental groups
clustered together (Fig. 7). The complete list of differen-
tially expressed genes identified in this comparison is
available in the online supplementary material.

In this comparison, the downregulated genes exhibit-
ed enriched GO terms associated with cell communica-
tion, regulation of gene expression, neurogenesis, and
programmed cell death. Regarding the last term, it is

Gene Expression in Suicide and Substance
Use Disorder

noteworthy that it includes genes of both positive and
negative regulation of this process. The upregulated genes
were related to mitochondria, programmed cell death,
ion transport, and neuron projection. The complete list
of GO terms from this analysis is available in online sup-
plementary Table 5.

In the joint functional analysis, with both up- and
downregulated genes, we observed that most of the genes
identified as differentially expressed genes between sui-
cidal without SUD and nonsuicidal without SUD groups
were enriched in GO terms related to mitochondrion,
regulation of cell communication, programmed cell
death, and neuron differentiation (online suppl. Table 6).

The top five canonical pathways identified by IPA
ranked by p value related to differentially expressed genes
are illustrated in Figure 8. The top ten canonical pathways
resulting from the analysis of all differentially expressed
genes identified in this comparison is available in online
supplementary Figure S3.

Nonsuicidal SUD+ versus Nonsuicidal SUD-
When comparing nonsuicides with SUD to nonsui-
cides without SUD, we identified only one gene to be

Mol Neuropsychiatry 2019;5:60-73 67
DOI: 10.1159/000493940

97



Oxidative phosphonrylation
Mitochondrial dysfunction
Sirtuin signaling pathway
Protein ubiquitination pathway
TCA cycle Il (eukaryotic)
Neuregulin signaling

Integrin signaling

Actin cytoskeleton signaling
Dopamine degradation

Spermine and spermidine degradation
0

Canonical pathways: Suicidal SUD- vs. Nonsuicidal SUD-

B Upregulated genes

5 10 15 20 25 30
~log(p value)

B Downregulated genes

Fig. 8. Top 5 enriched canonical pathways from IPA. Canonical pathways related to upregulated genes (red bars)
and downregulated genes (green bars) detected when comparing suicides with substance use disorder (Suicidal
SUD-) to nonsuicides with SUD (Nonsuicidal SUD-).

downregulated, LOC285074, which encodes for the ana-
phase promoting complex subunit 1 pseudogene.

Interaction between Suicide and SUD

The interaction term (suicide by SUD) exhibited influ-
ence in the expression of 55 genes; 26 of these genes were
downregulated and 29 were upregulated. The functional
enriched GO terms related to these genes are shown in
Table 2. Results of IPA for such genes are available in on-
line supplementary Figure S4.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first transcrip-
tome-level study comparing gene expression profiles in
the dorsolateral prefrontal cortex of suicides with SUD
and suicides without this disorder, as SUD has been con-
sidered in most studies as a confounder and hence ex-
cluded from the analysis. Two studies identified multiple
probesets whose expression was influenced by alcohol or
cocaine use in the ventral prefrontal cortex [30], limbic
system, and posterior cingulate gyrus [31] in suicides

68 Mol Neuropsychiatry 2019;5:60-73
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with major depression of French-Canadian origin. One
of these studies [32] included drug or alcohol use in their
statistical models, without finding an association between
substance abuse and the expression of differentially ex-
pressed genes in Brodmann area 46. The other examined
the effects of alcohol on genes identified as differentially
expressed in a larger French-Canadian sample and in a
murine model of acute and chronic alcohol use, discard-
ing the fact that the pattern of gene expression observed
in the study was due to the use of substances [33]. Most
of the studies have either excluded subjects based on tox-
icology reports, which only provide information about
the use of certain drugs at the moment of death, or ig-
nored the issue altogether [10].

Suicidal SUD+ versus Suicidal SUD-

When comparing suicides with SUD to suicides with-
out SUD, an evident overexpression of genes participat-
ing in pathways involved in the regulation of cellular pro-
liferation and migration, such as Rho family GTPases,
glioma invasiveness signaling, and SP1 signaling, known
for its determinant role in cell survival and proliferation,
was identified [34, 35]. Parkinson’s signaling is one of the
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Table 2. GO functional terms associated with the genes participating in the interaction between SUD and suicide

GO ID GO name n (%) EASE* Upregulated genes Downregulated genes
GO:0016740 Transferase activity 14 (25.92) 0.037  CDKI19, PACSIN3, PTARI, RASSF2, HSP90AA1, MAP2K4,
YESI, PTPN11 POLR3A, SMS, UHMK]1,
ISCU, KLHL28, GTF2H3
GO:0016301  Kinase activity 9 (16.66) 0.007  CDK19, HSP90AA1, PACSIN3, MAP2K4
RASSF2, GTF2H3, YESI, UHMK]1,
PTPN11
GO:0010001  Glial cell differentiation 5 (9.25) 0.005  SOXI0, OLIG1, NDRG1, CNP,
PTPN11
GO:0006950 Response to stress 18 (33.33) 0.027  CDKI19, HMGBI1, HSP90AAI, SNX6,  UCHLI, MAP2K4,
AP2S1, GTF2H3, COPSS8, CNOT7, POLR3A, AACS
PTPN11, LSM14A, PCBP4, RASSF2,
NDRGI, YESI,
GO:0002682 Regulation of immune 9 (16.66) 0.016 LSM14A, HMGBI, HSP90AAL, SNX6, MAP2K4

system process

AP2S1, RASSF2, YESI, PTPN11

GO, Gene Ontology; SUD, substance use disorder. * Modified Fisher exact p value.

enriched pathways for the downregulated genes in this
comparison, which include the pro-apoptotic genes
CYCC, UCHLI, and SNCA [36]. Of note, the abnormal
expression of genes involved in cell proliferation and its
regulation, such as MAPK, suggests that suicides with
SUD may have an increased cell proliferation, which
could lead to structural abnormalities in the prefrontal
cortex of suicides with SUD and lead to an impaired func-
tion of this brain area.

This probable increased cell proliferation, if corrobo-
rated by other studies, could lead to a higher cell density
which would be different from the decreased neuronal
and glial density in the prefrontal cortex reported for
subjects with AUD in suicides [37-39]. Lower neuronal
density has been reported in Brodmann area 9 [40]; how-
ever, the glial density has only been evaluated in the white
matter of this brain area, where abnormal density of mi-
croglia was found in subjects who committed suicide
[41].

Among the genes identified as differentially expressed
between suicides with SUD and suicides without SUD are
SLC1A2, SLCI1A3, and GLUDI, which encode for pro-
teins involved in glutamate metabolism. The first two
genes are transporters of this neurotransmitter; GLUD 1,
glutamate dehydrogenase, catalyzes the oxidative deami-
nation of glutamate. The alteration of glutamatergic neu-
rotransmission in subjects with suicidal behavior is well
documented; however, an interesting finding from our

Gene Expression in Suicide and Substance
Use Disorder

study is the overexpression of these genes in suicide sub-
jects with SUD, contrary to previous postmortem studies
of suicide with depression [42] and bipolar disorder [43]
in the same brain area. This overexpression could be due
to the chronic exposure to ethanol in most of the suicide
subjects with SUD in our sample, as alterations in gluta-
matergic neurotransmission have been reported in sub-
jects with alcohol dependence [44] and in animal models
of alcoholism [45]. Our finding suggests that suicide with
SUD present alterations in glutamatergic neurotransmis-
sion, and these abnormalities are different from those
found in suicide without this comorbidity.

Another interesting finding is the overexpression of
genes that encode for connexins 30 and 43 in suicide with
SUD. Reduced expression of these genes has been report-
ed in suicide cases [33] in addition to a reduced expres-
sion of its protein in subjects with alcohol dependence
[46]. The finding that the expression of genes involved in
glutamatergic neurotransmission and genes for connex-
ins 30 and 43 are in the opposite direction to that previ-
ously reported in suicide with other psychiatric patholo-
gies indicates that the presence of SUD leads to unique
changes in gene expression in suicide subjects. If repli-
cated in other populations, and corroborated by func-
tional analysis, these findings could have important ther-
apeutic implications, leading to treatment strategies fo-
cused on specific alterations in patients with SUD who
could be at risk of committing suicide.
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Suicidal SUD+ versus Nonsuicidal SUD+

An overexpression of genes involved in oxidative
phosphorylation and mitochondrial function was detect-
ed in suicides with SUD compared to nonsuicide subjects
with SUD, which may indicate an increased energy de-
mand with a potential impact on synaptic and neuronal
function. Since mitochondrially formed oxidants activate
several signaling pathways related to apoptosis [47], this
GO term was associated with the differentially expressed
genes identified in this comparison, as expected.

In addition, mitochondrial function is crucial in neu-
ral migration, an especially relevant process, given the na-
ture of the tissue studied [48-50]. Other canonical path-
ways associated with the differentially expressed genes
from this comparison are the clathrin-mediated endocy-
tosis [51] and chondroitin sulfate synthesis [52], which
are also implicated in neural migration. This suggests a
dysregulation in this function in suicides with SUD, per-
haps as part of a synaptic refinement process [53].

Suicidal SUD- versus Nonsuicidal SUD-

As in the previous comparison, we detected an overex-
pression of genes involved in mitochondrial function. This
observation is interesting, since both comparisons are be-
tween suicidal and nonsuicidal subjects in the presence of
SUD and in the absence of this disorder, respectively. This
suggests that the increased expression of mitochondrial
genes could be relevant in the pathophysiology of suicide
independently of the comorbidity with SUD.

Pantazatos et al. [54] reported an increased expression
of genes involved in “DNA-dependent ATPase activity”
in suicides compared to nonsuicides (p < 0.1 corrected).
Therefore, we anticipate that future studies focusing on
the mitochondrial function of subjects with suicidal be-
havior may help to clarify the role of this process in sui-
cide.

Nonsuicidal SUD+ versus Nonsuicidal SUD-

When we compared the gene expression profile of
nonsuicides with SUD to nonsuicides without SUD we
detected the downregulation of LOC285074, which en-
codes for a pseudogene. Our criteria for considering a
transcript as differentially expressed between groups was
probably especially strict in order to detect more differ-
ences in this comparison. In the future, with the knowl-
edge generated from other studies, we may be able to con-
firm if this pseudogene is relevant in the SUD pathology
in nonsuicidal subjects.

Of note, results obtained from studies in neurodegen-
erative diseases suggest that pseudogenes and other non-

70 Mol Neuropsychiatry 2019;5:60-73
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coding transcripts could participate in the regulation of
gene expression through competition for miRNA-occu-
pied sites [55].

Interaction between Suicide and SUD

In addition to finding an overexpression of genes in-
volved in cell proliferation in the comparison between
suicides with SUD and suicides without this comorbidity,
genes involved in this process were detected among
the probes influenced by the interaction between SUD
and completed suicide, including CNOT, ATP6VOC,
MARCKSLI, NDRG1, and RAN, suggesting that this pro-
cess may be relevant in the interaction of both disorders.
The overexpression of genes that participate in the differ-
entiation of glial cells, such as SOX10, OLIG1, NDRG1,
CNP, and PTPN11, may be potentially relevant in suicide
with SUD. Suicide subjects with alcohol dependence have
been shown to present higher glial density in the anterior
cingulate cortex compared with suicide subjects without
dependence [56].

Although we did not evaluate gene expression in this
specific brain area, these results indicate that substances,
such as alcohol, in interaction with completed suicide
may influence glial density. A possible mechanism that
could contribute to the increase in the expression of genes
related to glial proliferation is the combination of immu-
nomodulatory effects and factors related to stress, which
would lead to higher glial density [56]. This also coincides
with the GO categories of other genes that participate in
the interaction of both disorders, such as the response to
stress and the regulation of immune system processes.

It has been suggested that the interaction between de-
pression and SUD could lead to glial dysfunction and a
consequent alteration in glutamatergic neurotransmis-
sion [57, 58], so the pharmacological modulation of this
circuit may play a key role in the treatment of SUD in
comorbidity with other mental disorders. Ketamine, a
glutamate-modulating agent, has been shown to reduce
suicide in high-risk populations [58-60], so the inclusion
of this medication in the treatment of subjects with SUD
with suicidal tendencies is an option that would be worth
exploring.

It should be noted that this is the first study to carry
out a transcriptome analysis of suicide in a Latino popu-
lation. Suicide is a phenomenon where different individ-
ual, sociodemographic, and situational factors interact,
and these factors can vary according to place and ethnic-
ity. The environmental factors to which subjects in the
Mexican population are exposed may lead to epigenetic
changes that are different from those of other popula-
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tions, and this could lead to unique influences on gene
expression.

The present study has some limitations, such as the
relatively small sample size, especially in the nonsuicidal
groups; it would be desirable to increase the sample num-
ber and include more subjects with abuse to substances
other than alcohol, so we could explore the effect of these
substances in interaction with suicide. Another limitation
is the lack of analysis in other brain regions potentially
relevant for suicide and SUD. Future studies should focus
on epigenetic changes and/or genotype changes that
might be underlying the transcriptome alterations ob-
served in this study, as well as the inclusion of other po-
tential confounding clinical characteristics not examined
in this study (for instance, medications and co-occurring
drug dependence not detected by our methods).

Conclusion

Our study suggests that suicide with SUD presents al-
terations in gene expression that are different from those
of suicide without this comorbidity and nonsuicide sub-
jects with SUD. Therefore, our results suggest that the
interaction of suicide with SUD leads to a unique expres-
sion profile. Our results also suggest an alteration in the
expression of genes implicated in glial differentiation and
glutamatergic neurotransmission in suicides with SUD.
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ABSTRACT KEYWORDS
Objective: Dual diagnosis (DD) is the co-occurrence of at least one substance use disorder Tfansc”Plomei dual
and one or more mental disorders in a given individual. Despite this comorbidity being  diagnosis; substance use
highly prevalent and associated with adverse clinical outcomes, its neurobiology remains  disorder comorbidity; co-
unclear. Furthermore, patients with DD are at higher risk for suicidal behavior in comparison DeEyiing Whorders
with single disorder patients. Our objective was to evaluate brain gene expression patterns

in individuals with DD who died by suicide. Methods: We compared the gene expression

profile in the dorsolateral prefrontal cortex of suicides with DD (n= 10) to the transcriptome

of suicides with substance use disorder alone (n=10), suicides with mood disorders (MD)

alone (n=13), and suicides without mental comorbidities (n=>5). Gene expression profiles

were assessed by microarrays. In addition, we performed a brain cell type enrichment to

evaluate whether the gene expression profiles could reflect differences in cell type composi-

tions among the groups. Results: When comparing the transcriptome of suicides with DD

to suicides with substance use disorder alone and suicides with MD alone, we identified 255

and 172 differentially expressed genes (DEG), respectively. The overlap of DEG between

both comparisons (112 genes) highlighted the presence of common disrupted pathways in

substance use disorder and MD. When comparing suicides with DD to suicides without

mental comorbidities, we identified 330 DEG, mainly enriched in neurogenesis. Cell type

enrichment indicated higher levels of glial markers in suicides with DD compared to the

other groups. Conclusions: Suicides with DD exhibited a gene expression profile distinct

from that of suicides with a single disorder, being substance use disorder or MD, and sui-

cides without mental disorders. Our results suggest alteration in the expression of genes

involved in glial specific markers, glutamatergic and GABAergic neurotransmission in sui-

cides with DD compared to suicides with a single disorder and suicides without mental

comorbidities. Alterations in the expression of synaptic genes at different levels were found

in substance use disorder and MD.

Introduction individual is known as dual diagnosis (DD; Center for

The co-occurrence of at least one substance use dis-  Substance Abuse Treatment, 2005). This comorbidity
order and one or more mental disorders in a given is highly prevalent in the general population
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(Carra et al,, 2012; Regier et al,, 1990) and even higher
in those with substance use disorder under treatment
in hospital care units, namely treatment populations
(Nubukpo et al.,, 2016; Weaver et al., 2003).

It has been suggested that DD implies the inter-
action of both disorders producing a synergistic effect
(Kelly & Daley, 2013). Individuals with DD are at a
higher risk of presenting adverse clinical outcomes
(Ringen et al., 2008) and higher rates of premature
death (Volkow, 2009) compared to individuals with a
single mental disorder. Furthermore, there is evidence
suggesting that common genetic factors influence both
disorders, raising the possibility of shared pathology
between substance use disorder and affective disorders
(Carmiol et al., 2014; Olvera et al., 2011).

Patients with DD are at higher risk for suicidal
behavior in contrast with patients with a single mental
illness (Abroms & Sher, 2016). Therefore, the evalu-
ation of gene expression patterns in those with DD in
a suicidal context is fundamental in the understanding
of mechanisms involved in its poor prognosis and
high mortality.

Abnormalities in the prefrontal cortex have been
implicated in the pathogenesis of mood disorder
(MD) and substance use disorder (Goldstein &
Volkow, 2011; Nolan et al., 2002). Hence, this brain
area could be relevant to study these comorbidities. In
this preliminary study, we compared the gene expres-
sion profile in the prefrontal area of suicides with DD
to the transcriptome of suicides with substance use
disorder, suicides with MD, and suicides without
mental disorders.

Methods

Data from 38 individuals who died by suicide were
obtained from a previously described sample (Cabrera
et al., 2019). The study by Cabrera et al. (2019) focused
on the effects of substance use disorder in the gene
expression pattern between suicides and nonsuicides.
Due to the association between DD and suicidal behav-
ior, the present study was conducted only in persons
who died by suicide. In addition, the restriction of the
analysis to suicides could minimize sources of hetero-
geneity that would make it difficult to detect differen-
tially expressed genes (DEG) in a small sample.
Postmortem brain samples were collected at the
Institute of Forensic Sciences in Mexico City, Mexico.
All subjects were Mexican Mestizos and Mexico City
residents. We considered the following groups: (1) 10
suicides with DD (i.e., substance use disorder and MD
in the same individual), (2) 10 suicides with substance

use disorder, (3) 13 suicides with MD, and (4) 5 sui-
cides without any mental disorder.

During autopsy, fresh samples from Brodmann area
9 corresponding to dorsolateral prefrontal cortex were
sectioned. To locate this area, the middle frontal gyrus
and the precentral sulcus were used as anatomical
references. Samples were stored in RNAlater (Qiagen,
Singapore) at —80°C until its use. Postmortem interval
(PMI), which is the lapse between the estimated time
of death and sample collection, ranged from 6.5 to
23.5 hours in the analyzed sample. A toxicology test
for detecting substance consumption at the time of
death was performed in both peripheral blood and
brain tissue during autopsy protocol.

All procedures were approved by the Ethical
Committee for Human Research at National Institute
of Genomic Medicine (No. CEI/2016/33) and the
Bioethics Committee of the Faculty of Medicine at
UNAM (COFEPRIS 15CI 09 003 021).

Demographic and clinical data retrieval

Demographic and clinical data were obtained from
coroner’s records. The records included (1) demo-
graphic information, (2) autopsy reports, (3) descrip-
tion of death circumstances, (4) acute and chronic
stressful life situations, (5) toxicology reports, (6)
police reports, (7) medical and psychiatric notes from
hospitals, (8) suicide notes, (9) death certification, and
(10) testimonies from relatives and witnesses of the
person who carried out the suicide.

With the information contained in coroner’s
records, a consensus diagnosis was reached for each
individual. Consensus diagnosis was conducted by a
pathologist, a psychologist, and a psychiatrist accord-
ing to Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Fifth Edition criteria (American Psychiatric
Association, 2013). An independent experienced
psychiatrist reviewed and confirmed each diagnosis.
The complete data retrieval protocol from coroner’s
records is described by Romero-Pimentel et al. (2018).
Individuals with DD were those who met diagnostic
criteria for both substance use disorder and any MD.

Between-group differences in categorical (i.e., gen-
der, tobacco use, and mechanism of death) and con-
tinuous variables (i.e., age, PMI) were evaluated by
Fisher’s exact test and analysis of variance, respectively.

RNA isolation

Total RNA was isolated from ~100 mg of brain tissue
with the RNeasy kit from Qiagen"™, according to
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manufacturer’s instructions. RNA concentration was
assessed on the NanoDrop 1000 spectrophotometer
(Thermo, Waltham, Massachusetts, USA) and its
integrity by electrophoresis with 1% agarose gel. In
addition, the RNA integrity number (RIN) of the sam-
ples was evaluated using Agilent Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA).

Microarray detection

Gene expression of the 38 samples was assessed with
the Illumina HumanHT-12 v4 BeadChip microarray
(IMumina, California, USA), which contains 47,231
probes. For this, c¢cDNA was prepared from
250-500 ng of total RNA from each sample and subse-
quently biotin-labeled with the TargetAmp'™ Nano
Labeling Kit (Epicentre, Madison, Wisconsin, USA).
Biotinylated cDNA was hybridized into the BeadChips
according to  manufacturer’s  protocol.  Next,
BeadChips were scanned with an iScan Microarray
Scanner (Illumina, California, USA). Microarray data
are accessible through the Gene Expression Omnibus
repository (Edgar, Domrachev, & Lash, 2002) with
access number GSE125681.

Data preprocessing

Microarray probes were annotated, assigning them to
their respective Entrez gene ID number and gene
symbol with the IlluminaHumanv4.db package
(Dunning, Lynch, & Eldridge, 2015). Raw intensity
data were background-corrected by the normexp
method (Silver et al., 2009) implemented in the limma
package (Ritchie et al., 2015). Probes without Entrez
gene ID, control probes, and external RNA Controls
Consortium probes were filtered out. In a subsequent
step, probes with a detection p value > .05, as well as
probes absent in more than 50% of arrays per group,
were excluded from further analysis.

Gene expression values were quantile normalized
and log2 transformed (Smyth & Speed, 2003).
Replicate probes (i.e., those with same probe ID) were
summarized by their mean value. After quality con-
trol, 9,333 probes were obtained and further analyzed.
Then, we performed a principal component analysis
(PCA) to evaluate the presence of batch effects. We
detected a batch effect associated with an unknown
source of variation, but this was corrected with the
ARSyN package (Nueda, Ferrer, & Conesa, 2011). The
PCA plot after batch effect removal is shown in
Figure 1,
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Figure 1. Principal component analysis plot after multidimen-
sional normalization with ARSyN. The first two principal com-
ponents (PC1 and PC2) demonstrated a clear separation of the
groups. Colored symbols correspond to the groups defined in
this study. The percentage in variation accounted for each
principal component is shown in parenthesis with the
axis label.

Data processing

We compared the gene expression profile of suicides
with DD to suicides with only substance use disorder
and to suicides with only MD, as well as to suicides
without any mental disorder. Gene expression differ-
ences among the groups were evaluated by a linear
model implemented in the limma package (Ritchie
et al.,, 2015). This model included substance use dis-
order and MD as well as the interaction of substance
use disorder and MD, as shown in the following equa-
tion (1):

yik = H + aulvup+ Bivlsup + Vilmpx Isup + ik
(1)

where y;; is the log(2) gene expression level for the i-
th MD level, under the j-th substance use disorder
level, in the k-th biological replicate; i is the global
average gene expression; o;, f5; and 7; are the MD and
substance use disorder coefficients, respectively; Iyp
and Igyp are the indicator dummy functions (0 or 1),
for i-th MD and j-th substance use disorder levels,
respectively; & ~ N(0, ”) is the random error which
is normally distributed with zero expected value and
variance equal to ¢* for the i-th MD, j-th substance
use disorder, and k-th biological replicate respect-
ive levels.

A stepwise backward elimination approach was
used to select the adequate linear model that best
describes the observed gene expression patterns in our
sample. This approach consisted of the inclusion of all
potential covariates in the linear model, followed by
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the reiterated removal of the least statistically signifi-
cant variable and the re-estimation of the model after
each removal (Heinze, Wallisch, & Dunkler, 2018).
This process was repeated until the model included all
the statistically significant variables. The variables sex,
age, RIN, toxicology results, mechanism of death,
tobacco use, and PMI were tested as potential covari-
ates in our sample by this approach. All the candidate
covariates examined were dismissed during model
selection process as they did not show any effect in
the gene expression changes observed in our sample.

In addition, the genes whose expression was influ-
enced by the interaction between substance use dis-
order and MD were obtained from the interaction
term included in the linear model (MD x substance
use disorder). Biological marginal hypothesis tests
between specific experimental groups were performed
with a two-tailed F test using the complete estimated
linear model parameters.

In order to reduce false-positive results, p values
were corrected for multiple testing by the false discov-
ery rate (FDR) method (Benjamini & Hochberg,
1995). Considering that this is an exploratory analysis,
we tested different fold-change and FDR-corrected p
value cutoffs, as no previous reports are available for
the assessed comparisons. A detailed description of
this procedure is available in the Supplementary
Material. Finally, we selected a threshold for differen-
tially expressed genes of FDR corrected p value
<.001, and an absolute fold change of 1.15. The
TREAT function was used to select the genes whose
expression change was greater than 1.15 in any direc-
tion (McCarthy & Smyth, 2009).

Unsupervised hierarchical clustering was performed
to determine the similarity in expression patterns among
the samples with the heatmap.2 function in the gplot
package (Warnes et al, 2014). Since it is an unsuper-
vised method, no information about the individuals was
used for cluster assignation. Sample clustering is based
solely on the similarity of the gene expression profiles,
which was determined by the Euclidean distance meas-
ure and visualized by a heatmap for each comparison.
Heatmaps were generated in order to obtain a visual
confirmation of the experimental design. Data analysis
was executed in R (R Core Team, 2013).

Overlap analysis

We compared the list of DEG of the contrasts “DD
vs. substance use disorder” and “DD vs. MD” to
determine the number of DEG shared by these two
contrasts, as depicted by the Venn diagram in

Figure 2A. The reasoning was to determine whether
there were common altered genes and, subsequently,
common altered processes in substance use disorder
and MD. Therefore, we analyzed the overlap in the
two lists of differentially expressed genes identified in
the comparisons “DD vs. substance use disorder” and
“DD vs. MD.” Then, we determined which genes pre-
sented a differential expression in a unique disorder
(either substance use disorder or MD) to identify dis-
order-specific alterations.

To simplify this analysis, the direction of gene
expression change was not considered. Thus, overlap
was performed with the complete lists of DEG found
in both comparisons. The association between both
lists was calculated using Fisher’s exact test, which
indicated an association (p value < .001), as expected.

Functional annotation analysis

The Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID), version 6.8, was used
for gene ontology (GO) enrichment analysis (Huang,
Sherman, & Lempicki, 2009a, 2009b), while the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database
(Kanehisa & Goto, 2000) in WebGestalt (Wang,
Vasaikar, Shi, Greer, & Zhang, 2017; Zhang, Kirov, &
Snoddy, 2005) was used for pathway analysis. p Values
associated to each pathway were corrected for multiple
testing by the FDR method (Benjamini & Hochberg,
1995). Pathways identified as enriched were post-proc-
essed by weighted set cover to reduce the redundancy.

GO terms and pathways with an FDR corrected p
value < .05 were considered enriched. The 9,333 genes
resulting after quality control were used as back-
ground reference in GO enrichment and pathway
analyses. Functional analysis was performed over the
complete lists of DEG identified in each comparison,
as well as separating up- and downregulated genes.

Cell type-specific marker enrichment

To identify whether the gene expression profiles could
reflect differences in cell type compositions among the
groups, we performed a cell type-specific marker
enrichment with NeuroExpresso, which is a database
of brain cell type-specific gene expression profiles
(Mancarci et al., 2017). This tool was used through its
implementation as R package known as
markerGeneProfile (Mancarci et al., 2017). Briefly, the
estimation of marker gene profiles was performed for
each cellular type as described in Mancarci et al.
(2017). This estimation is based on a PCA obtained
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Figure 2. Overlapping and unique differentially expressed genes in “DD vs. substance use disorder” and “DD vs. mood disorder.”
(a) Venn diagram of the overlap between differentially expressed genes in the dual diagnosis vs. substance use disorder and dual
diagnosis vs. mood disorders comparisons. (b) Gene ontology (GO) terms related to overlapping genes in the dual diagnosis vs.
substance use disorder and dual diagnosis vs. mood disorders comparisons. At the end of the bar chart, the number of genes
associated to each pathway is indicated. (c) Venn diagram of the non-overlapping genes identified in the dual diagnosis vs. sub-
stance use disorder comparison. (d) GO terms related to the non-overlapping genes identified in the dual diagnosis vs. substance
use disorder comparison. (e) Venn diagram of the non-overlapping genes identified in the dual diagnosis vs. mood disorders com-
parison. (f) GO terms related to the non-overlapping genes identified in the dual diagnosis vs. mood disorders comparison.

from the expression of mouse cell type-specific
markers provided by NeuroExpresso to estimate the
relative abundance of a cell type. Mouse cell type-spe-
cific markers were transformed to their respective
human gene orthologs with the homoloGene tool
(NCBI Resource Coordinators, 2017). For comparing
the proportion of cell type-specific markers between
the groups, we used a two-side Wilcoxon rank sum
test for each cellular type.

The results of the cell type-specific marker
enrichment were used to recalculate the linear model

used for the evaluation of differentially expressed
genes among the groups. For this, the estimates of
cell type-specific marker were included in the
linear model in order to identify the genes influ-
enced by cell type-specific marker differences among
the groups.

Results

No significant differences were found among the
groups regarding age (p = .769), sex (p = .133),
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Table 1. Sample characteristics.

DD Substance use disorder Mood disorders Suicides without mental disorders D

Number of subjects 10 10 13 5

Age (years) 36.5+22.51 29.7 £13.58 30.92 +16.87 36.40 +12.62 77
Sex (M:F) 9:1 10:0 9:4 3:2 RE]
PMI (hours) 15.4 £4.02 1454439 14.40+4.13 18.41+£547 48
Comorbid psychiatric disorder® 9/1/10 0/0/10 10/3/0 0/0/0

RIN 6.1+1.08 6.37+1.20 6.55+1.20 5.96+1.29 30
Mechanism of death” 7/0/2/011 10/0/0/0/0 91111 5/0/0/0/0 15
Positive result in toxicology test 8 7 2 1 003
Smokers 6 7 2 0 006

Note. Continuous data are presented as mean + standard deviation. Two-tailed p value tests are described in methods.
DD = dual diagnosis; M =male; F = female; PMI = postmortem interval; RIN = RNA integrity number.

*Major depression disorder/bipolar disorder/substance use disorder.
PAsphyxia by hanging/gunshot/intoxication/trauma/puncture wound.

mechanism of death (p = .15), and PMI (p = .48).
Alcohol use disorder (AUD) was the most frequent
substance use disorder in the DD and substance use
disorder groups. In the DD group, nine individuals
had AUD, and one individual presented with benzodi-
azepine use disorder. From the individuals with AUD
in the DD group, two had cannabis use disorder, one
had cocaine use disorder, and one had tobacco use
disorder as well. In the substance use disorder group,
eight individuals presented with AUD, one had
cocaine use disorder, and one had inhalant use dis-
order. Among those with AUD in the substance use
disorder group, two had tobacco use disorder as well.

Major depression disorder was the most frequent
MD in the DD and MD groups (90% and 77%,
respectively). The most frequent mechanism of death
in all the groups was asphyxia by hanging. Sample
demographic and clinical characteristics are shown in
Table 1.

DD vs. substance use disorder

When comparing the gene expression profile of sui-
cides with DD to suicides with substance use disorder,
255 DEG were identified, of which 32 were upregu-
lated and 223 downregulated. The heatmap showed a
clear separation of the groups, as shown in Figure 1A,
The GO terms and pathways related to the DEG in
this comparison are illustrated in Figure 3B and
Figure 3C, respectively. Upregulated genes were
related to negative regulation of apoptotic process and
MAPK cascade.

DD vs. MD

The comparison between suicides with DD and sui-
cides with MD showed 172 DEG; 52 of them were
upregulated and 120 were downregulated. Visual
inspection over the corresponding heatmap showed
that the two groups clustered separately (see

Figure 4A). Group clustering in the heatmaps suggests
marked differences in the gene expression between the
groups. The GO terms and pathways related to the
DEG are shown in Figure 4B and Figure 4C,
respectively.

Overlap of DEG in “DD vs. substance use
disorder” and “DD vs. MD"”

The overlap of the DEG from both comparisons “DD
vs. substance use disorder” and “DD vs. MD” yielded
112 overlapping genes, corresponding to 26.22% of
total DEG. The GO terms related to the overlapping
genes are shown in Figure 2D. The genes associated
with neurotransmission were not related to a specific
type of neurotransmitter, except by SLCI7A7, which
codes for a glutamate transporter.

Then, we determined the DEG present only in one
comparison (i.e., either in “DD vs. substance use dis-
order” or “DD vs. MD”). The “DD vs. substance use
disorder” comparison comprised 143 unique genes
that were enriched in the GO terms synapse, cytoskel-
etal organization, GABAergic and glutamatergic
neurotransmission. Finally, the comparison between
DD and MD yielded 60 unique genes. The GO terms
related to the unique genes found in each comparison
are shown in Figure 2E and 2EF, respectively.

DD vs. suicide without mental comorbidity

In the comparison between suicides with DD and sui-
cides without any mental disorder, 330 DEG were
detected, including 62/268 genes up- and downregu-
lated, respectively. A clear separation of the two
groups was observed in the corresponding heatmap
(Figure 5A), indicating that gene expression patterns
in the prefrontal cortex between both groups are dif-
ferent. The GO terms and pathways related to the
DEG found in this comparison are shown in
Figure 5B and 5C, respectively. Functional analysis of
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Figure 3. Dual diagnosis vs. substance use disorder comparison. (A) Heatmap visualization on the differentially expressed genes
between persons with dual diagnosis and those with substance use disorder. Differentially expressed genes are in columns and
samples in rows. Gene expression levels are depicted with a red-green spectrum for down-/upregulated genes, respectively. (B)
Gene ontology terms related to differentially expressed genes. At the end of the bar chart, the number of upregulated/downregu-
lated genes is indicated. (C) Biological pathways related to differentially expressed genes. The enrichment score associated with

each pathway is shown at the end of the bar chart.

the upregulated genes indicated enrichment in myelin
sheath, oligodendrocyte differentiation, and negative
regulation of cell proliferation.

Interaction between substance use disorder
and MD

The interaction term (substance use disorder x MD)
indicated that the expression of 133 genes was

influenced by the interaction between substance use
disorder and MD. Functional analysis of these genes
showed enrichment in vesicle (GO:0031982, 58 genes),
synapse  (GO:0045202, 31 genes), neurogenesis
(G0O:0022008, 26 genes), cell junction (GO:0030054,
21 genes), and myelin sheath (GO:0043209, 13 genes).
The pathway analysis indicated association to synaptic
vesicle cycle (hsa04721, 6 genes: ATP6VIA,
ATP6VIG2, SNAP25, STXIA, VAMP2, SYTI) and
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Figure 4. Dual diagnosis vs. mood disorders comparison. (A) Heatmap visualization on the differentially expressed genes between
persons with dual diagnosis and those with mood disorders. Differentially expressed genes are in columns and samples in rows.
Gene expression levels are depicted with a red-green spectrum for down-/upregulated genes, respectively. (B) Gene ontology terms
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genes. (B) Gene ontology terms related to differentially expressed genes. At the end of the bar chart, the number of upregulated/
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calcium signaling pathway (hsa04020, 7 genes:
ADCY1, SLC25A4, ITPKB, PPP3CB, PRKCB, VDACS3,
CAMK?2B). The lists of DEG identified in each com-
parison as well as genes influenced by the interaction
between substance use disorder and MD are available
in the Supplementary Material.

Cell type-specific marker enrichment

Cell type-specific marker enrichment indicated higher
expression levels of marker genes for glial cells such
as astrocytes, microglia, and oligodendrocytes in sui-
cides with DD compared to suicides with substance
use disorder, suicides with MD, and suicides without
mental disorders. In contrast, a decreased expression
of specific markers associated to parvalbumin (PV)
GABAergic and pyramidal neurons was found in sui-
cides with DD compared to the other groups.
Complete results of cell type-specific marker enrich-
ment are available in Supplementary Figure 1 and
Supplementary Table S1.

The number of genes influenced by cell type het-
erogeneity was estimated by its inclusion in the linear
model used for differential expression analysis among
the groups. In this model re-estimation, we found the
influence of microglial activation, microglial deactiva-
tion and Martinotti subpopulation of GABA neurons
in the expression of five, twelve, and one gene,
respectively, at an FDR corrected p value < .10. The
genes influenced by potential changes in these cell
populations and their respective FDR corrected p
value are listed in Supplementary Table S2. As the
selected FDR corrected p value cutoff for this study is
.001, the mentioned cell types were not considered as
covariates in our analysis.

Discussion

Neurobiological factors underlying DD have been
poorly explored (Balhara, Kuppili, & Gupta, 2017). To
the extent of our knowledge, this is the first transcrip-
tome-level study comparing gene expression profiles
in human brain tissue of persons with DD to those
with substance use disorder and MD.

The characterization of molecular traits in persons
with DD will allow the design of prevention and
therapeutic measures oriented to the adequate treat-
ment of this entity. Currently, treatment is mainly
aimed at only one of the disorders of this comorbidity
(Schiffer et al, 2010), which results in suboptimal
clinical outcomes.

DD vs. substance use disorder

The differential expression of genes related to synaptic
signaling suggests a compromised synaptic function at
multiple levels, such as cytoskeletal assembly, neuro-
transmitter receptors, and vesicle trafficking. This find-
ing indicates a possible disrupted synaptic efficacy,
which may lead to an impaired cognitive function
(Berchtold et al., 2013). Since persons of both groups
presented with substance use disorder, it is unlikely that
the observed differences in the gene expression pattern
could be attributed to the effect of substance use alone.

In this comparison, we identified the upregulation
of GFAP, which supports a role of glial cells, particu-
larly astrocytes, in the pathology of DD, as has been
proposed formerly (Miguel-Hidalgo et al., 2002). This
finding suggests a possible astrocyte activation. In add-
ition, cell type-specific marker enrichment suggested a
higher expression of glial specific genes, including
astrocytes, in suicides with DD in comparison to sui-
cides with a single disorder and suicides without men-
tal disorders. The observed upregulation of genes
involved in negative regulation of apoptosis may be a
consequence of neurotrophic factors release by acti-
vated astrocytes (Brahmachari, Fung, & Pahan, 2006).

Contrasting with our results, a DD animal model
exhibited a downregulation of GFAP in the prefrontal
cortex in response to cocaine exposure (Chambers
et al,, 2013). However, this discrepancy may be due to
the assessment of the effect of different substances. In
that animal model, authors evaluated the transcrip-
tome of rats with cocaine sensitization (Chambers
et al,, 2013), while in our sample the most used sub-
stance was alcohol. Despite the inconsistency in the
direction of change of GFAP between both studies, its
misexpression in two different DD phenotypes sug-
gests a role for this gene in dual diagnosis pathogen-
esis. The participation of GFAP in other co-occurring
disorders should be evaluated in future studies
(Chambers et al., 2013).

GFAP, HMG20B, PCDH7, NXT2, and YESI were
detected as DEG in our study as in the study by
Chambers et al. (2013). Nevertheless, they detected
those gene expression changes in the caudate-putamen
and nucleus accumbens of rats. This brain region dis-
crepancy highlights the need of evaluating gene
expression patterns in individuals with dual diagnosis
in other brain regions besides the prefrontal cortex.

DD vs. MD

Besides gene expression changes in biological path-
ways similar to the previous comparison, such as
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synaptic signaling, a differential expression of genes
involved in GABAergic and glutamatergic neurotrans-
mission was detected between suicides with DD and
suicides with MD. The upregulation of the glutamate
transporter SLC1A3 is remarkable, as the downregula-
tion of this gene has been reported in persons with
MD (Choudary et al, 2005; Sequeira et al., 2009).
These could be a pivotal difference between patients
with DD and patients with MD and might underlie
the poor prognosis associated with patients with DD
in comparison with those with MD.

Decreased levels of PV GABAergic interneurons
and pyramidal neurons markers were found in sui-
cides with DD in comparison to all other studied
groups of suicides, as indicated in our cell type-spe-
cific marker enrichment analysis. This finding is in
agreement with a possible alteration in the GABA and
glutamatergic neurotransmission in suicides with DD,
as suggested by our gene expression results. Whether
differences in cell type-specific genes are related to
cell number and density in individuals with DD
should be further explored.

Overlap of DEG in “DD vs. substance use
disorder” and “DD vs. MD"

The high comorbidity of substance use disorder and
MD could be explained by shared environmental, gen-
etic, and biological factors (Carra, Bartoli, Clerici, &
el-Guebaly, 2015). In line with this hypothesis, our
results indicated a high overlap between the DEG
identified in the comparisons “DD vs. substance use
disorder” and “DD vs. MD,” suggesting that substance
use disorder and MD have common disrupted path-
ways, as in the case of synaptic signaling.

A remarkable finding was that overlapping genes
were not related to a specific neurotransmitter system;
rather, they are involved in general synaptic mecha-
nisms. This may suggest a global impairment of the
synapsis underlying the comorbidity of substance use
disorder and MD, which is relevant due to its poten-
tial impact in the disruption of neuronal circuits (van
Spronsen & Hoogenraad, 2010).

However, there are genes whose expression may be
altered according to the comorbid condition. For
example, in MD (identified as the non-overlapping
genes from the comparison DD vs. substance use dis-
order) we found alteration of genes related to specific
neurotransmitter systems as GABA and glutamate sig-
naling and cytoskeletal organization. Meanwhile in
substance use disorder (identified as the non-
overlapping genes from the comparison DD vs. MD),
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we detected the alteration of genes related to trans-
port, particularly GABA and glutamate transporters.
Changes in the expression of genes from the same
molecular pathway but at different levels may lead to
different gene expression patterns and consequently to
the observed phenotypical differences between indi-
viduals with MD and substance use disorder.

DD vs. suicides without comorbidity

We detected the downregulation of genes involved in
neurogenesis, as well as the upregulation of negative
regulators of such pathways in suicides with DD com-
pared to suicides without any mental comorbidity.
This finding suggests a decreased neurogenesis in per-
sons with DD in comparison with those without men-
tal comorbidity.

Special attention has been paid to the probable
decrease of neurogenesis in the hippocampus of indi-
viduals with DD (Chambers, 2013). Moreover, due to
the interplay between the hippocampus and the
prefrontal cortex, it is reasonable to assume that
abnormal neurogenesis could impact both brain
regions, as well as other areas participating in the
cortico-hippocampal circuit. The observed reduced
expression of genes involved in axogenesis and neuro-
transmission could be a consequence of decreased
neurogenesis.

Interaction between substance use disorder
and MD

Among the genes whose expression was found to be
influenced by the interaction of substance use disorder
and MD, the large number of genes related to vesicu-
lar function was evident. Vesicles play an important
role in the modulation of cell-to-cell communication
in the central nervous system (Fries et al., 2019; Fries
& Quevedo, 2018; Pegtel, Peferoen, & Amor, 2014)
and the involvement of vesicles in mental disorders,
including major depressive disorder and bipolar dis-
order, has been explored recently (Fries et al., 2019;
Fries & Quevedo, 2018; Ilgin & Topuzoglu, 2018).
Thus, the role of genes involved in vesicular function
in DD and its association with suicide should be fur-
ther investigated.

Further, our results suggest that the interaction
between substance use disorder and MD could alter
the expression of genes participating in neurogenesis.
The misexpression of neurogenesis genes might be
part of the underpinning mechanisms of the differen-
ces in cell type of persons with DD relative to the
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other groups observed in the cell type-specific
marker enrichment.

The present study has some limitations, such as the
relatively small sample size, the absence of persons
with psychiatric diseases other than MD, and the
restriction of the analysis to a single brain region. We
hypothesize that relevant gene expression changes
may also be present in other brain regions previously
implicated in substance use disorder and MD, for
instance, the hippocampus and amygdala.

This analysis was conducted only in suicides.
Therefore, future studies including suicidal and non-
suicidal persons are necessary to elucidate the under-
lying mechanisms involved in the association between
DD and other mortality causes, apart from suicide.

A methodological limitation inherent to microarray
platforms is the analysis restriction to the probes
chosen by the manufacturer, which may be overcome
by the use of RNA sequencing in future studies.
Furthermore, some limitations are intrinsic to post-
mortem studies, such as the limited diagnosis
approach, which was only based on the medical
records and did not contemplate the severity of the
disorders, medication use, etc.

The present analysis was performed on bulk tissue,
which did not allow a precise description of cell-
specific gene expression patterns. Cell type marker
enrichment suggests previously discussed differences
in the expression of cell-specific genes for several cell
types among the groups. A possible interpretation for
the found cell-specific marker changes is a shift in the
relative abundance of the corresponding cell type
(Mancarci et al., 2017). Therefore, the observed gene
expression changes among the groups may represent
cell type composition differences, rather than tran-
scriptional differences (Tsoucas et al., 2019). In brain
tissue of mice (McKenzie et al, 2018) and human
patients with psychiatric disorders, it has been sug-
gested that gene expression changes can be attributed
to alterations in the relative cell abundance (Ramaker
et al., 2017; Toker, Mancarci, Tripathy, & Pavlidis,
2018). Although we made an estimation of the genes
influenced by cell-specific markers and it was not sig-
nificant at the cutoff used in this study, we cannot
discard the influence of this effect in our results. The
use of specialized methods in future research, such as
single-cell RNA sequencing and microdissection, will
enable the identification of relevant cell-type gene
expression patterns.

Future research with larger sample sizes are needed
to confirm our findings. If differences in the gene
expression pattern between persons with DD and

those with a single mental disorder are established,
subsequent studies could provide insight about the
factors influencing gene expression patterns in DD
(i.e., disorder-specific gene expression changes and the
regulatory mechanisms underlying the observed gene
expression patterns). Since mental disorders are com-
plex phenotypes where several factors are involved,
ethnicity and the environmental factors of the
Mexican population may contribute to gene expres-
sion changes that could not be replicated in other
populations.

In conclusion, our results suggest that suicides with
DD present a gene expression profile distinct from
that of suicides with a single disorder and suicides
without mental disorders. In addition, suicides with
DD, substance use disorder, and MD exhibited altera-
tions in the expression of synaptic genes. However,
suicides with each condition (DD, substance use dis-
order, or MD) exhibited unique gene expression
changes at different levels within syna