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Resumen

El suicidio es un problema de salud publica con la mayoria de muertes registradas
en paises de bajo y medio ingreso. La etiologia del suicidio es compleja y esta
influenciada por multiples factores de riesgo. Mientras que se han descrito
numerosos marcadores clinicos y sociodemograficos asociados al suicidio, las
bases moleculares subyacentes siguen siendo poco conocidas. Recientemente, los
mecanismos epigenéticos se han asociado al suicidio. En este estudio identificamos
las alteraciones en el mecanismo epigenético de metilaciéon y su efecto en la
transcripcion de genes de la corteza prefrontal dorsolateral de individuos finados por
suicidio.

En colaboracién con el Instituto de Ciencias Forenses del Tribunal Superior
de Justicia de la Ciudad de México se formd un banco de muestras cerebrales. Se
eligieron 48 para formar la cohorte de estudio; 13 controles y 35 casos provenientes
de hombres entre 18 y 60 afios. Se extrajeron acidos nucleicos (ADN y ARN) de la
corteza pre-frontal dorsolateral y se analizaron con los microarreglos lllumina
Infinitum y BeadChip HumanHT-12.

Reportamos evidencia para 4,430 zonas diferencialmente metiladas (p<0.05,
Mean Beta Fold Change >+0.01) y 621 transcritos con cambios en expresion
(p<0.02, Log Fold Change=0.3 y FDR=0.01) en un analisis de casos y controles, de
los cuales 70 presentan una relacion metilacion-expresion. El analisis de vias
biologicas identifico a diez genes biolégicamente relevantes para procesos
relacionados con fenotipos psiquiatricos y suicidio (ADCY9, CRH, NFATC4, ABCCS,

HMGA1, KAT2A, EPHA2, TRRAP, CD22, CBLN1) y destacé la asociacion de
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ADCY9 con varias vias biologicas, incluida la inflamacion regulada el factor inhibidor
de la migracién de macréfagos y el proceso neurofisiolégico regulado por la
hormona liberadora de corticotropina. Validamos técnicamente la metilacion
alterada de la regién en ADCY9 a través de la secuenciacion dirigida de bisulfito.
Nuestro estudio representa el primer analisis en tejido cerebral post-mortem
de la metilacién del ADN y su efecto en el transcriptoma en individuos con causa de
muerte por suicidio en una poblacion mexicana, y proporciona nuevos

conocimientos sobre las alteraciones moleculares asociadas con el suicidio.

Palabras clave: Metiloma, Transcriptoma, Suicidio, cerebro post-mortem, México.
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Abstract

Suicide represents a major health concern with the majority of the deaths registered
in developing countries. While many demographic risk factors have been proposed,
the underlying molecular pathology of suicide remains poorly understood. A body of
evidence suggests that aberrant DNA methylation is involved. In this study, we
examined DNA methylation profiles and concordant gene expression changes in

pre-frontal cortex of Mexicans who die by suicide.

In collaboration with the Coroner’s office in Mexico City, brain samples of males who
died by suicide (n=35) and age-matched sudden death controls (n=13) were
collected. Nucleic acids (DNA and ARN) were extracted from the pre-frontal cortex
and analyzed with Infinium Methylation480k Beadchip and the HumanHT-12 v4

Expression Beadchip.

We report evidence for altered DNA methylation profiles at several genomic regions
together with 622 genes with differential expression changes in cases versus
controls. Seventy genes were found to have concordant methylation and expression
change. Metacore enriched analysis identify ten genes to be biological relevant to
process related to psychiatric phenotypes and suicide (ADCY9, CRH, NFATCA4,
ABCCS8, HMGAL, KAT2A, EPHA2, TRRAP, CD22, CBLN1) and highlighted ADCY9
association with various pathways including inflammation regulated by the

macrophage migration inhibitory factor, signal transduction regulated by the cAMP-
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responsive element modulator, neurophysiological process regulated by the
corticotrophin-releasing hormone. We confirmed ADCY?9 altered methylation trough

targeted bisulfate sequencing.

Our study represents the first analysis of DNA methylation and gene expression
associated with suicide in a Mexican population using post-mortem brain, providing

novel insights for convergent molecular alterations associated with suicide.

Keywords: Methylomic, Transcriptomic, Suicide, Post-mortem Brain, Mexico
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1. Introduccion

El suicidio representa un importante problema de salud publica mundial, provoca
la mitad de las muertes violentas en hombres y es la segunda causa de defuncién
en adolescentes. La mayoria de las muertes se registran en paises en vias de
desarrollo y la tasa de mortalidad en México ha aumentado en los ultimos afos. La
etiologia del suicidio es multifactorial y se le han implicado diversos factores de
riesgo. Los factores de riesgo socioculturales, como las crisis financieras,
desempleo, dificil acceso a los sistemas de salud, educacion y la violencia estan
relacionados con el suicidio. México ha sido colocado como uno de los paises con
mayores niveles de desigualdad social en el mundo, en consecuencia, un gran
porcentaje de habitantes esta expuesto a dicho contexto sociocultural. La
adversidad aguda o crénica en un individuo puede afectar los mecanismos de
afrontamiento al estrés e impactar el funcionamiento del sistema nervioso central,
provocando alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas en la corteza prefrontal. Esta
region neuroanatémica participa en la regulacién de funciones mentales
superiores, tales como; toma de decisiones y control del dolor emocional, las
cuales se encuentran comprometidas en la conducta suicida. Algunas
investigaciones han detectado alteraciones en la expresion de genes que
constituyen a los sistemas GABAérgico, neurotrofico, el eje hipotalamico
hipofisario adrenal y el sistema inmunitario en dicha zona cerebral. Estos genes
han estado relacionados con el suicidio al ser moléculas involucradas en la

regulacion de respuestas al estrés y comunicacion celular.
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Los mecanismos de regulacion epigenética han sido recientemente
implicados en la etiologia del suicidio porque ayudan a explicar la interaccidn
compleja entre los factores ambientales y los factores genéticos en la aparicion de
la conducta suicida. Un método en neurociencias que se puede utilizar para medir
esta relacion es a través de las herramientas de alto rendimiento para la deteccion
del genoma completo. Pocas investigaciones se han centrado en el estudio de los
patrones de metilacion a nivel gendmico en muestras cerebrales de individuos con
causa de muerte por suicidio, y ninguno se ha enfocado en estudiar poblaciones
con caracteristicas como la mexicana, aunque diversas investigaciones se han
enfocado en el estudio de genes candidatos en muestras sanguineas y
principalmente en poblaciones de tipo caucasicas.

Dada la importancia de conocer las caracteristicas epigenéticas como
variables de riesgo y mediadoras en el suicidio, el presente estudio analizara los
patrones de metilacién de genes que constituyen la corteza prefrontal de
mexicanos con causa de muerte por suicidio. Ademas, para investigar el posible

papel funcional, analizamos su efecto a nivel transcriptémico.
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2 Marco Teorico

2.1 El problema del Suicidio
El suicidio es reconocido como un critico problema de salud, a nivel mundial es la
segunda causa de muerte en jovenes y se estima que, por cada suicidio, hay al
menos veinte tentativas (OMS, 2014). La carga social y econdmica para estos
individuos y sus familiares es elevada. Estudios epidemiologicos han determinado
que cada 3 segundos alguien intenta quitarse la vida y cada 40 alguien lo consigue
(OMS, 2014), confirmando que los suicidios son relativamente comunes; ademas,
el 80% de los afectados son hombres que al momento de la muerte padecian
alguna condicion psiquiatrica; por ejemplo: depresion, ansiedad, abuso de
sustancias, estrés post-traumatico y trastornos de tipo adaptativo (OMS, 2014).

Aunque la prevalencia de los suicidios en paises de bajo y mediano ingreso
es menor que en los paises de alto ingreso (11.2 vs. 12.7 por cada 100 mil
habitantes), el 75% de las muertes por suicidio ocurren en paises de bajo y
mediano ingreso. De hecho, en México, la tasa de mortalidad por esta causa en el
2000 fue de 5.95 por cada 100,000 habitantes y para el 2016 aumento6 a 8.50 por
cada 100,000 habitantes (INEGI, 2017). Este incremento puede ser el resultado de
los cambios de criterio para el registro de las muertes por suicidio, sin embargo, no
se puede descartar un aumento en los factores de riesgo sociales.

La Clasificacion Internacional de Enfermedades CIE-10 define al suicidio
como la accién de quitarse la vida de forma voluntaria y premeditada. Se refiere a
la muerte por lesién auto-infligida, con evidencia implicita o explicita,

deliberadamente iniciada por la persona, intencional, en la que se obtiene el
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resultado deseado de morir. Esta clasificado al mismo nivel que las causas
externas de mortalidad en los cddigos X-60 a X-84 y se clasifican segun el método
empleado. El Manual Diagnostico y Estadistico de la Enfermedades Mentales
(DSM-5) considera al suicidio como una complicacion de trastornos psiquiatricos,
fundamentalmente de trastornos del estado de animo. Sin embargo, la conducta
suicida puede ser impulsiva o presentarse en otro tipo de patologias (Oquendo,
2015).

Los factores de riesgo subyacentes al suicidio incluyen complejas
interacciones entre predisposiciones biologicas, caracteristicas psicoldgicas,
sociales, culturales y ambientales. Los predictores con mayor riesgo para morir por
esta causa son antecedentes familiares de suicidio, intento previo y la presencia
de una condicién psiquiatrica (Kim et al., 2005). Entre los factores de riesgo
sociales se destacan las crisis econdmicas, el desempleo, la falta de acceso a
sistemas de salud y educacion, malas condiciones de vivienda, altos niveles de
violencia, desnutricion, entre otros (OMS, 2014).

En México, un gran porcentaje de habitantes se encuentran dentro del
contexto social antes descrito, ya que se ha ubicado entre los paises con los
niveles mas altos de desigualdad social en el mundo (Piacentini, 2014). Ademas,
de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2012, se reporté un
aumento en la percepcién de violencia interpersonal, lo que incluye a la violencia
comunitaria, como lo son los robos, peleas y secuestros (ENSANUT, 2012).
También se informé de un aumento de violencia doméstica, inseguridad
alimentaria, bajos puntajes en los indicadores de bienestar infantil y baja cobertura

de salud efectiva (Mundo-Rosas et al., 2018; ENSANUT, 2012). La asociacién
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entre pobreza y la alza en las tasas de suicidio ha sido previamente descrito
alrededor del mundo (lemmi et al., 2016; Oyesanya, Lopez-Morinigo, y Dutta
2015; Vijayakumar et al., 2005). Sin embargo, aun cuando se tiene conocimiento
de que estos factores influyen en el desarrollo de la conducta suicida, la causa
sigue siendo desconocida, por lo que es importante seguir identificando factores

que se relacionen con su etiologia.

2.2 El rol de la corteza prefrontal en la etiologia del suicidio

El desarrollo de la conducta suicida implica multiplos factores de riesgo sociales,
junto con cambios neuroadaptativos de nucleos cerebrales. La corteza prefrontal
dorsolateral (CPDL) es una regién del cerebro que ha sido ampliamente estudiada
en el suicidio, porque participa en la regulacién de las funciones mentales
superiores, el control de impulsos, el dolor emocional y la toma de decisiones
(Revision de Desmyter et al., 2011; Jollan et al., 2010; Jollant et al., 2005). La
CPDL consiste en las porciones laterales del area de Brodmann (BA) 9, 10, 44, 45,
46 (Damasio, 1996). Es considerada como una corteza de asociacion,
heteromodal, que recibe conexiones de las areas paralimbicas y de las areas
unimodales (Mesulam, 2000). Los mayores cambios anatdomicos y funcionales han
sido reportados en el BA9 y BA11, ya que forman parte de la red neuronal fronto-
estriatal, circuito implicado en la regulacion de emociones, el estrés y la cognicion
(Petrides, 2005). Wagner et al., (2012), estudiaron la asociacién del volumen
cortical y la conducta suicida, encontrando como resultado principal que los
individuos con mayor riesgo a morir por suicidio poseian una disminucion en el

grosor cortical de la materia gris, lo que implica una probable atrofia celular y
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menor densidad neuronal. En otro estudio, se encontré una consistente anomalia
en el flujo sanguineo de sujetos con causa de muerte por suicidio. EI cambio
reportado en el estudio aparentemente influia en un déficit en el control de
impulsos y una desregulacién en el sistema limbico (Amen et al., 2009). Jollan et
al., (2011) mostraron mayor actividad en la CPDL de personas con intento suicida
ante estimulos de caras enojadas, lo que implica una mayor sensibilidad a
estimulos adversos. Ademas, se ha observado una disminucion en el nimero de
sinapsis, pérdida de espinas dendriticas y alteraciones en el numero de dendritas
en la CPDL (Kang et al., 2012). Estos cambios en la maquinaria sinaptica estan
asociacion con la desregulacion de distintos transcritos de ARN (Zhou et al.,
2018). De hecho, se han encontrado cambios transcripcionales a lo largo del
genoma de la CPDL en numerosos estudios en tejido post-mortem humano
asociado al suicidio (Fiori y Turecki, 2010; Tochigi et al., 2008; Kang et al., 2007),
lo que también sugiere implicacion de factores genéticos en los cambios

neuroadaptativos asociados a suicidio.

2.3 Influencia genético — ambiental

Estudios de epidemiologia genética han probado que la estructura genética
de este fendmeno es complejo y heterogéneo, donde los factores genéticos
explican parcialmente la etiologia del suicidio. Algunos estudios han demostrado
que la heredabilidad del suicidio varia entre el 30 y 55% (Revisiéon de Sokolowski
et al., 2015), valores menores a los observados en trastornos psiquiatricos como
67% en esquizofrenia y 62% en trastorno bipolar (Wray y Gottesman 2012).

Ademas, estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) han identificado
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hasta 212 variantes genéticas asociadas con el suicidio (Mullins et al., 2019;
Galfalvy et al., 2013; Willour et al., 2012; Schosser et al., 2011). Sin embargo,
estos estudios han sido hasta cierto punto desalentadores, ya que ninguna
variante ha tenido un efecto lo suficientemente grande para considerarla un factor
causal, sugiriendo que la conducta suicida podria estar influenciada por multiples
loci genéticos, cada uno con efectos pequefos, y que las variantes genéticas
individuales probablemente explican una porcion pequefia de la proporcion
fenotipica total del suicidio. Asimismo, existe una alta discordancia en la conducta
suicida entre gemelos idénticos (76.5%) y no idénticos (99%) (Revision de
Sokolowski et al., 2015). Esta evidencia sugiere que otros factores como los
ambientales podrian tener mayor efecto regulador de la conducta suicida, por
ejemplo, la adversidad en la infancia, traumas infantiles, la trayectoria de vida, los
mecanismos de afrontamiento al estrés y bajo estatus socioecondmicos (Turecki,
2014). Como resultado, actualmente se considera que las interacciones en
conjunto gendmico-ambientales son los que confieren un riego para desarrollar
conducta suicida y que estas pueden estar mediadas por los mecanismos

epigenéticos (Cheung et al., 2020; Anacker, O’'Donnell, y Meaney 2014).

En el campo de la psiquiatria la hipétesis sustenta que los factores
ambientales cambian la programacién epigenética de células en el cerebro y dan
como resultado sintomas y conductas asociadas a los trastornos psiquiatricos
(Sun, Kennedy, y Nestler 2013). Por ejemplo, en el estudio de modelos animales
de depresion, se mostré que el sometimiento a paradigmas de miedo provoca

cambios en los patrones de metilaciéon y expresion de genes (Dalton, Kolshus, y
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McLoughlin 2014). Posteriormente, los estudios en humanos con diagnéstico de
depresion, han sustentado que las modificaciones epigenéticas asociadas a
cambios en la expresién de genes son provocadas por factores ambientales
(Nagy, Vaillancourt, y Turecki 2018). En el contexto del suicidio, se ha sugerido
que la adversidad temprana en la vida, el estrés cronico, la contaminacion, entre
otros factores de riesgo, provocan cambios sostenidos en el epigenoma de los

individuos (Turecki, et al., 2014).

2.4 Regulacioén epigenética

Aunque los mecanismos epigeneticos han sido ampliamente estudiados en
la biologia del desarrollo, la oncologia y la botanica, no obstante, este es un
campo relativamente nuevo dentro de la psiquiatria. El término “epigenética” se
refiere a los mecanismos que regulan la expresion de genes y que no se
relacionan con cambios en la secuencia del ADN, por lo tanto, son cambios “por
encima del genoma” (Felsenfeld, 2014). La metilacién del ADN es la modificacion
epigenética mas estudiada en mamiferos, que ocurre principalmente, aunque no
exclusivamente, en los dinucledtidos de citosina-guanina (CpG). La metilacion en
los promotores de genes esta relacionada con la represidn transcripcional, a
menudo a través del reclutamiento de proteinas de union a metilo y enzimas
remodeladoras de cromatina (Roy, Shelton, y Dwivedi 2017). También se ha
demostrado que la presencia de metilacion de citosinas dentro de los sitios
promotores reprime directamente la transcripcién mediante la prevencién de la
union de factores de transcripcion. Por el contrario, la metilacion de citosina dentro

de los cuerpos de genes puede promover la expresion de genes a través de la
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regulacion negativa de represores transcripcionales y el empalme alternativo
(Jones, 2012). También, la cantidad de CpGs son de gran interés en el efecto de
la metilacion debido a su condicion como secuencia diana. Las regiones en las
que la riqueza de CpGs abarca entre el 60 — 70% se denominan islas CpG. Estas
tienen un tamano variable de 300 a 1500 pares de bases (pb) y generalmente se
encuentran en promotores o en los primeros exones de los genes (Deaton y Bird
2011). En el 70% de los casos, las islas CpG estan asociadas a sitios de inicio de
transcripcion (TSS). Mientras que los sitios CpG ubicados de manera aislada en el
genoma son considerados como sitios de mar abierto y su hipometilacion esta
relacionada con la inestabilidad cromosdmica, la activacion de genes y la pérdida
de impronta (Timp et al., 2014).

2.5 Estudios de la metilacion del ADN en muestras post-mortem asociadas a
suicidio

Algunos estudios se han enfocado en la identificacion de genes con alteracion en
metilacion y que sean relevantes en la fisiopatologia del suicidio, como es el caso
de GABRAL, gen blanco del sistema GABAérgico, el cual se observé hiper-
metilado en los sitios CpGs lo que llevd a una sobre expresidon de su transcrito
(Poulter, 2008). También se encontraron alteraciones en genes que participan en
el sistema de las neurotrofinas, poliaminas y plasticidad sinaptica (TRKB, BDNF,
ARG2, SYN) (Cruceanu et al., 2016; Maussion et al., 2014; Keller et al., 2010;
Gross et al., 2013; Ernst et al., 2009), estudios descritos en poblaciones
caucasicas.

Sin embargo, la mayoria de ellos se han realizado mediante técnicas de

gen candidato o estudio de secuencias especificas, la cual tienen la limitacion de
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no evaluar la metilacion distribuida a lo largo del genoma y perder informacién
sobre otras regiones génicas implicadas, por lo que algunos estudios han
comenzado a utilizar herramientas de alto rendimiento para realizar perfiles de
metilacion asociadas a suicidio.

Las herramientas de alto rendimiento para la deteccién del genoma completo
fueron introducidas en los laboratorios gendmicos hace ya mas de una década.
Su impacto en la revolucion tecnoldgica ha tenido implicaciones importantes en el
area de la biologia y la medicina. Estas herramientas permiten detectar cambios
gendémicos de forma paralela y masiva en diferentes regiones especificas en un
unico experimento, incluyendo las modificaciones epigenéticas asociadas a
cambios en la metilaciéon del ADN vy la expresion de genes. Gracias a este
progreso, se ha dado un incremento considerable en el descubrimiento de
moléculas asociadas a diferentes enfermedades y a esclarecer sus bases
moleculares (Vermeesch, Voet, y Devriendt 2016).

Dentro de las herramientas de alto rendimiento para la deteccién del
genoma completo, los microarreglos han sido una opcidn para el analisis de
perfiles de metilacion en el suicidio. Por ejemplo, uno de los primeros estudios
analizé cambios en el metiloma del hipocampo en muestras post-mortem de casos
de suicidio y un grupo control. Se reportaron alteraciones en 366 regiones
promotoras con efectos en la expresidén de genes, la mayoria de ellos se
encontraban hipermetilados y en transcritos implicados a procesos cognitivos
(Labonté et al., 2013).

Otro estudio analiz6 la corteza prefrontal de casos de suicidio de hombres y

mujeres con diagndstico de depresion, reportaron mayores niveles de metilacion
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global para el grupo de casos en comparacion a controles. También detectaron
cambios en genes que participan en el ciclo celular y muerte celular programada,
sin embargo, este estudio no contemplo si los cambios en la metilacion tenian un
efecto en la transcripcion (Haghighi et al., 2014). Asimismo, otro estudio analizé
cambios puntuales en sitios CpG del genoma en 6 casos y 6 controles, donde no
se encontraron cambios significativos en ninguiin gen después de aplicar ajustes en
pruebas estadisticas para pruebas que implican multiples comparaciones.
Probablemente, los resultados se vieron afectados al tener un numero bajo de
muestra, aun asi, los analisis de ontologia destacaron la tendencia del
enriquecimiento de genes involucrados en la transcripcion (Schneider et al., 2015).
Otro estudio comparo los patrones de metilacion de dos regiones cerebrales entre
20 casos de suicidio asociados a depresion y 20 controles. Observaron diferencias
en los niveles de metilacion en al menos tres regiones del genoma.
Interesantemente, se destaco la hipometilacion de todos los sitios CpG del gen
PSORS1C3 en ambas regiones cerebrales para los casos, sugiriendo una
probable alteracion en su transcrito independiente a la region cerebral. Esto es
novedoso, ya que este gen ha sido previamente asociado con la susceptibilidad de
contraer psoriasis, una enfermedad autoinmunitaria y, en los ultimos afios, se esta
fortaleciendo la evidencia de que el sistema inmunitario podria jugar un rol
importante en la etiologia de las enfermedades psiquiatricas severas y, en este
caso, en el suicidio (Murphy et al., 2017).

Por otro lado, en el estudio con mayor numero de muestras post-mortem,
fue un meta-analisis que contempla 211 cortezas pre-frontales y 114 cerebelos, se

encontraron tres regiones diferencialmente metiladas en suicidio para la corteza
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prefrontal y ocho en cerebelo. La regidén ubicada en el promotor del gen
PSORS1C3 fue el resultado mas sobresaliente, se identifico como hipermetilada y
posteriormente su transcrito fue evaluado, donde se identificé expresion a la baja,
lo que implicaria que el estado de metilacion de esa region genodmica tiene la
potencia de modificar la actividad promotora y tener un impacto en la transcripcion
(Policicchio et al., 2020). Este estudio no evaluo el transcriptoma, por lo que se
desconoce, si las otras regiones génicas presentan un efecto en los transcritos.
Cabe mencionar que la mayoria de los estudios que evaluan cambios en el
metiloma no evaluan el efecto en el transcriptoma de manera simultanea, ademas
ningun estudio, se ha enfocado a evidenciar estos cambios en poblacién Latina,
como se indica en la Tabla I. Es asi que el presente estudio pretende analizar
en poblacion Mexicana la corteza prefrontal, alteraciones en la metilacion de
genes y su efecto en cambios de expresiéon de transcritos para identificar
vias bioldgicas asociadas al suicidio en las que este mecanismo epigenético

se encuentra implicado.
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Tabla |. Estudios post-mortem del metiloma cerebral asociados a suicidio.

Zona

Muestra

Etnicidad Técnica Genes Vias biol6gicas Autor
cerebral (n)
366 sitios CpG
de(r31ltr:do 1 g ?:gr?t?gﬁas Europea Arreglo Agilent 400 K C,\II—|F|;2|\IJEL;,L2 Procesos cognitivos Labozn(tﬁ ; tal,
GRM7, DBH
lllumina Human A
Corteza 25 casos No . EYA2, . Haghighi et al.,
prefrontal 28 controles reportada Meéf;;;lgtclct)]? 27 MEGF11, Ciclo celular, muerte celular 2014
P LMNA, GLUD1
lllumina Human o
23C Methylation 450 ATP8AL ATP-hidrdlisis, Guintivano et
Prefrontal asos Europea BeadChip LOC153328 Canales de potasps regulados por al. 2014
25 Controles Secuenciaciér; por KCNAB2 voltaje, ’
o SKA2 Unidn de microtubulos
bisulfito
115 regiones
BA 8/9 76 casos Europea Secuenciacion de GRIK2, Sistema Glutamatérgico, Nagy et al.,
17 controles unién a metilacion 2 BEGAIN Sistema inmune 2015
APLP2, BDNF,
. HTR1A,
MUmmaHuman NUAK1L o _ .
SLC6A4, "
SYN2y
SYNE2
Corteza lllumina !—Iuman ] .
medio 22 casos Methylatlor_l 450 3 Axogene§|§, y Kozlenkov et
orbito (heroina) Europea BeadChip, 454 sitios CpG Factores de transcripcion y regulacion al. 2017
f 28 Controles Secuenciacién por geénica
rontal L
bisulfito
lllumina Human PSORS1C3 e . .
%’2‘\1215 25 (():g:t?glse s Europea Methylation 450 DNAJC15 Desa:;zﬁacjglo’:l;lg,sfit;rt]ec:gg irz:;oucr?;drlal, Murphy et al.,
BeadChip, SNAI3 2017



BA9

Corteza
Prefrontal

9 casos

Eslovenia
9 Controles

211 casos Europea

Secuenciacién por
bisulfito

lllumina HiSeq 3000

lllumina Human
Methylation 450
BeadChip,
Infinium Methylation
EPIC BeadChip

106 CpG
ZNF714
NRIP3

CpGs en
ELAVL4,
4 regions en
WRB,
PSORS1C3
LGALS1

Neurodesarrollo
Sistema inmunitario

Kouter et al.,

2019

Policicchio et

al., 2020
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3. Justificacion

Actualmente la mortalidad por suicidio esta en incremento a nivel mundial y la
mayoria de muertes se concentran en paises en vias de desarrollo,
posicionandose como problema de salud publica. La etiologia del suicidio se
desconoce, aunque se han descrito numerosas variables de riesgo
sociodemograficas y clinicas, sin embargo, es necesario aun dilucidar los factores
moleculares que lo conducen.

Aun se estan realizando investigaciones para entender los mecanismos
moleculares asociados a la etiologia del suicidio. Una estrategia que se ha
utilizado han sido los estudios de asociacion genética. A pesar de los grandes
esfuerzos en esta area, se considera que estos solo explican una pequena parte
de la gran etiologia del suicidio y que otras variables podrian tener un mayor
efecto regulador. Estudios recientes sugieren que las alteraciones epigenéticas
podrian desempefiar un papel relevante. De hecho, se ha reportado que existen
alteraciones en los patrones de metilacidn de genes del sistema de comunicacion
y plasticidad celular de genes que constituyen la corteza prefrontal, regién
neuroanatomica altamente implicada en el suicidio. Sin embargo, la mayoria de
esto estudios no han explorado simultaneamente los efectos de los cambios del
metiloma en el transcriptoma y tampoco se han descrito dichas alteraciones en
poblacion Mexicana.

Por esta razén, fue necesario conducir una investigacion que documente
alteraciones en los patrones de metilacion del genoma y su efecto en el

transcriptoma de una zona neuroanatdmica relevante para el suicidio en poblacion
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Mexicana. Esto ayudara a entender los mecanismos epigeneticos que subyacen a

esta conducta.

4. Objetivo general

Identificar en muestras de la corteza prefrontal dorsolateral de casos de suicidio,
las alteraciones en el metiloma y su concordancia con cambios en el

transcriptoma.

4.1 Objetivos especificos
1. Determinar las diferencias del transcriptoma de la corteza prefrontal

dorsolateral entre casos de suicidio y controles.

2. ldentificar las diferencias en el metiloma de la corteza prefrontal dorsolateral
entre casos de suicidio y controles.

3. Determinar las regiones génicas concordantes de cambios en el metiloma y
transcriptoma.

4. Identificar las vias de senalizacion de genes cuya regulacion epigenética y

niveles de expresion se encuentren alterados en los casos de suicidio.

4.2. Preguntade investigacion
¢, Cuales son los genes que presentan concordancia entre cambios en el metiloma
y transcriptoma de la corteza prefrontal dorsolateral en sujetos con causa de

muerte por suicidio?
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4.3 Hipotesis
Se observara un cambio en el perfil de metilacion de genes que constituyen la

corteza prefrontal de sujetos con causa de muerte por suicidio, al ser comparados
con los resultados obtenidos de muestras de sujetos con otra causa de muerte.

Estas alteraciones se asociaran a cambios en el transcriptoma.

5. Materiales y Métodos

5.1 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 Investigacion del Instituto de
Ciencias Forenses de la Ciudad de México (INCIFO) con el No. de dictamen CEI
017/2016 y por el Comité de Etica en Investigacion del INMEGEN con el No. de

dictamen CEIl 2016/33.

5.2 Estrategia experimental

Este es un estudio de tipo observacional, transversal, comparativo de casos y
controles con un muestreo no probabilistico por conveniencia, donde para cumplir
con los objetivos planteados se disefid la estrategia experimental que se muestra
en la Fig. 1. De manera general se compararon los perfiles de metilacion y
transcripcion del ADN extraido de la corteza prefrontal de muestras provenientes
de cadaveres con causa de muerte por suicidio (casos) y cadaveres con causa de
muerte ajena al suicidio (controles), los cuales fueron pareados por edad,

mecanismo de muerte y resultados en examenes toxicoldgicos. Se identificaron
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aquellos genes concordantes con alteraciones en la metilacion y transcripcion, se
realizé un analisis de enriquecimiento de vias ontologicas y se seleccion6 una

region con mayor implicacion biologica para ser validada técnicamente.
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Corteza pre-frontal
Casos: n:35 Controles: n=13

Extraccion DNA Extraccion DNA
Casos: n:35 Casos: n:25
Controles: n=13 Controles: n=6
Analisis diferencial del metiloma Analisis diferencial del transcriptoma
HumanMethylation450 Beadchip HT-12 v4 Beadchip
4,430 DMRs Analisis de concordancia 621 genes
p<0.05, q=0.1, Mean 3 Fold p<0.05, log fold
Change 2+0.01 Change=0.3
Validacion técnica 70 genes

Target Bisulfite Sequencing

Analisis de vias

Fig. 1. Estrategia experimental. Estrategia para el analisis de metilacién y expresién diferenciales en la corteza pre-frontal
dorsolateral de casos de suicidio.
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5.3 Evaluacién y seleccién de sujetos

Las muestras utilizadas en esta investigacion fueron obtenidas a través del

Instituto de Ciencias Forenses del Tribunal Superior de Justicia de la Ciudad de

México (INCIFO). Se identificaron cadaveres con causa de muerte por suicidio

para formar el grupo “casos” y cadaveres con causa de muerte ajena al suicidio

para conformar el grupo “control”, empleando los siguientes criterios de seleccion:

Criterios de Inclusién: Para ambos grupos se consideraron hombres de
entre 19 a 65 afos de edad, originarios y residentes de la Ciudad de
México. Para el grupo de casos, la causa de muerte determinada fue asfixia
por ahorcamiento o perforacion por arma de fuego asociada a suicidio,
mientras que para el grupo control se consideraron muertes accidentales,
homicidios por asfixia, perforacién por arma de fuego y muertes naturales.
Criterios de exclusion: Para ambos grupos de estudio se excluyeron
intervalos post-mortem mayores a 24 horas, cadaveres no reconocidos y
causa de muerte no determinada.

Criterios de eliminacion: Para ambos grupos se consideraron como
criterios de eliminacion que los expedientes médicos legales se encontraran
incompletos o que el ADN o ARN extraido de la muestra no pasara las

pruebas de calidad deseadas para el microarreglo.
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5.4 Fuente de informacion y cuestionario de recoleccion de datos
Desarrollamos un cuestionario de coleccion de datos para registrar las variables
clinicas y demograficas. Las variables demograficas registradas incluyeron edad,
ocupacion, estatus marital, mientras que las variables clinicas incluyeron
antecedentes familiares psiquiatricos, resultados de examen toxicolégico,
antecedentes de conducta suicida y padecimientos psiquiatricos. A través de un
grupo interdisciplinario de Psiquiatria, Psicologia, Patologia forense y
Criminalistica, realizamos estimaciones diagndsticas psiquiatricas retrospectivas
de acuerdo con el DSM-5. Esta informacion fue extraida del expediente médico-
legal, el cual fue consultado dentro de las Instalaciones del INCIFO. Dicho
expediente esta conformado por las declaraciones de testigos, familiares, reporte
de autopsia forense, examen toxicoldgico, notas clinicas hospitalarias,
investigaciones policiacas y certificado de defuncion. Los detalles del cuestionario
y procedimiento pueden ser consultados en Romero-Pimentel et al., (2018). Los
datos demograficos y clinicos fueron comparados entre grupos y considerados

para los analisis finales.

5.5 Obtencion de muestras y almacenamiento

Las muestras fueron obtenidas durante el procedimiento de autopsia. La
identificacion y diseccién de la regiéon neuroanatomia (BA9) fue realizada por un
experto en histopatologia celular, el cual utilizé como referencia mapas
neuroanatdomicos (Nolte 2002 y Haines 2000). Se utilizaron como referencias

anatémicas la segunda circunvolucion prefrontal y el giro precentral, donde se
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diseccionaron 5cm? de tejido cerebral. El tejido fue colocado en tubos identificados
con numero unico por muestra. Posteriormente, los tubos fueron congelados y
almacenados a -4°C para su posterior transportacion. El almacenamiento a -80°C,
la extraccion de acidos nucleicos, el analisis de expresion y metilacion se realizé
en el laboratorio de Gendmica de Enfermedades Psiquiatricas y
Neurodegenerativas del Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN).
Todas las muestras fueron obtenidas por personal calificado, cumpliendo con los

requisitos de bioseguridad y material estéril.

5.6 Procedimientos Experimentales
5.6.1 Extraccion de acidos nucleicos
e Extraccion de ARN
La extraccion total del ARN se realizé por el método de Trizol y con el Kit RNA
Easy de Qiagen (Life Technologies, INC). Se siguieron las indicaciones
establecidas por el proveedor. EI ARN obtenido se hidraté con agua libre de
ARNSsas.
e Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se realiz6 con un Kit comercial basado en el uso de
columnas de afinidad (QlAamp DNA Mini Kit), siguiendo las especificaciones del
proveedor. Concisamente, se comenzo la lisis del tejido anadiendo 20uL de
proteinasa Ky 180 pL de buffer ATL e incubamos a 56° C por 3 horas, hasta que
el tejido se encontrara completamente lisado. Posteriormente, afiadimos 200 uL de

Buffer AL, y se incubé a 70°C por 10 minutos. A continuacion, al homogenizado se
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le afiadié 200 uL de etanol y se transfirié a la columna de afinidad, centrifugandolo
a 8,000 rpm por 1 minuto. Después de decantar los desechos celulares, se
transfirié la columna a un tubo nuevo, donde fue lavado con 500 pL de los
amortiguadores AW1 y AW2. Posteriormente, las columnas fueron transferidas a
un tubo nuevo, donde se eluyé el ADN con 50uL de agua libre de nucleasas.
Finalmente, se centrifugd el ADN y se colectd para su posterior cuantificacion y
dilucion en soluciones de trabajo a una concentracién de 60 ng/uL. Las muestras

fueron almacenadas a 4°C.

5.6.2 Cuantificacion e integridad de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos fueron cuantificados con el espectrofotdmetro de la marca
NanoDrop1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) obteniendo los datos de
concentracion en ng/ul y los radios de absorbancias 260/280 y 260/230 nm
mayores a 1,8 como indice de calidad. Se verifico la integridad del ADN gendmico
mediante una electroforesis con gel de agarosa al 1%, usando TBE 1 X (Tris-
Borato-EDTA) y el colorante EZ-vision® (Amresco Inc., USA). Se corrié a 80 V,
durante 45 min. Por otro lado, la integridad del ARN se evalué mediante
electroforesis digital en un Bioanilizador 2100 (Agilent). La calidad fue estimada en
unidades RIN (ARN Integrity Number), en una escala de 1 al 10, 1 indica
totalmente degradado y 10 integro, las muestras utilizadas presentaron un RIN

superior a 6.
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5.6.3 Obtencidn del transcriptoma

Una vez extraido el ARN de las muestras de estudio, los perfiles de expresidon se
identificaron a través del microarreglo Human HT-12 v4 Expression Beadchip, el
cual contiene mas de 47 mil sondas que analiza el transcriptoma anotado en el
2009, el cual es representativo a mas de 20,000 genes. Las muestras fueron

procesadas siguiendo el protocolo estandar del fabricante lllumina.

5.6.4 Obtencién del metiloma

Los perfiles de metilacién genémico fueron cuantificados mediante el chip Illumina
Infinitum Human Methylation 450 Beadchip. Este microarreglo contiene mas de
480,000 sondas en sitios CpG que abarcan mas de 20,000 genes humanos a una
resolucion de un nucledtido, cubriendo regiones promotoras geénicas, sitios 5'UTR,
primer exon, y 3'UTR, ademas de sitios CpG ubicados fuera de las islas y
regiones promotoras de miRNA, entre otras.

Para identificar aquellas citosinas metiladas de las no metiladas, el
microarreglo se basa en la técnica de modificacién de ADN con bisulfito de sodio,
por lo que el ADN extraido de las muestras cerebrales de estudio fue convertido
con Bisulfito mediante el kit EZ DNA metylation (Zymo Research). La técnica
convierte a las citosinas no-metiladas en uracilos mediante el proceso de
deaminacion, mientras que las citosinas metiladas son resistentes a la reaccion y
permanecen como citosina, lo que permite distinguir el ADN metilado con una
amplificacion PCR y un analisis posterior de los productos obtenidos en el
proceso. Durante la amplificacion PCR, las citosinas no-metiladas se amplifican

como timina y las citosinas-metiladas amplifican como citosina. A continuacion, se
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amplificod, fragmenté enzimaticamente y se hibridé el ADN modificado de acuerdo
con el Protocolo del fabricante “Infinitum Assay for Methylation” de la compania
lllumina Inc, especifico para el Human Methylation 450k BeadChip.

El procesamiento de las muestras se realizé de manera semi-automatizada
en robots mecanicos de la marca Tecan (Modelo Freedom EVO). Las muestras
hibridadas al microarreglo son marcadas y mediante una extension alelo
especifica que incorpora marcadores fluorescentes para determinar la citosina o el
uracilo presente en el locus evaluado. La fluorescencia obtenida fue leida a través
del escaner iScan, excitando los fluoréforos acoplados a los nucleotidos mediante
laseres que emiten energia que fueron capturados a diferentes longitudes de onda
por los detectores del equipo. Las imagenes, longitudes de onda e intensidades
son transformadas a datos cuantitativos mediante el programa GenomeStudio v3.2
(llumina), obteniendo valores normalizados de 3 que van en un continuo de 0 (no
metilado) a 1 (metilado) (Fig.2).

max (¥, metin0)

max (yi,nometil’o) + max (yi,metilfo) tda

Beta;=

Donde;
Yinometi= INtensidad de las sondas no metiladas
Yi.metn = Intensidad de las sondas metiladas

a= 100
- %
0-0.25 0.75-1.0
Hipometilados Hipermetilados
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Fig.2. Definicién de valor de beta (). B es el radio entre la intensidad de la sonda metilada
y las intensidades totales (suma de sondas metiladas y no metiladas).

5.7 Andlisis estadisticos y Pre-procesamiento de los datos gendmicos

Los analisis del presente estudio se realizaron en colaboracion con el Laboratorio
de Gendmica Computacional del Instituto Nacional de Medicina Gendmica y el
Grupo de Estudios de Suicidio de la Universidad de McGill, Canada. Las
caracteristicas descriptivas de la muestra fueron analizadas mediante estadistica
descriptiva, se usaron medidas de tendencia central y de dispersion de acuerdo
con la distribucion de datos. El reprocesamiento, analisis estadisticos de los

microarreglos y graficas fueron realizados a través del programa R CRAN Project.

5.7.1 Pre-procesamiento del Microarreglo de expresion HT-12 BeadChip

El pre-procesamiento del microarreglo de expresion se realizé con el paquete
Limma de Bioconductor (Ritchie et al., 2015). Este paso consiste en comprobar la
calidad del procesamiento de los microarreglos, lo que incluye: deteccion de
sefales de sondas, correccion de ruido de fondo de la fluorescencia para eliminar
las sefiales no especificas, normalizacion entre valores de fluorescencia y entre
los distintos microarreglos para eliminar diferencias técnicas, identificacion y
correccion de efectos de lote, normalizacién de datos y filtrado de informacion. Las
sondas con un valor de deteccién de p<0.01 en al menos el 20% de las muestras
fueron incluidas en el presente estudio. Se eliminaron las sondas con bajos niveles
de deteccion, reactividad cruzada y sitios de polimorfismos de un nucleétido. En
total 27,499 sondas fueron incluidas, las cuales representan transcritos ubicados

en sitios a lo largo del genoma.
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5.7.2 Pre-procesamiento del Microarreglo Human Methylation 450k

El pre-procesamiento del microarreglo de metilacion se realizé principalmente
siguiendo la metodologia del protocolo Chip Analysis Methylation Pipeline
(ChAMP) de Bioconductor (Morris et al., 2014). Como primer paso se evaluaron
los controles de calidad del microarreglo (QC, por sus siglas en ingles), esto
mediante el trazado de las medianas logaritmicas de las intensidades de las
sondas metiladas y no metiladas. Se valoraron las lecturas de deteccion de
sondas y para los procesos de hibridacion, extensién, especificidad y de
conversioén por bisulfito | y Il. Se eliminaron las sondas con bajos niveles de
deteccion, reactividad cruzada y sitios de polimorfismos de un nucleétido. En total
474,958 sondas fueron incluidas, las cuales se encuentran ubicadas en sitios a lo
largo del genoma.

Los valores de B (B) se calcularon como el radio de la sefal metilada a la
suma de las sefales no metiladas y sefiales metiladas de cada sitio CpG y
normalizadas. Los valores 3 transformados en log2 se utilizaron para el resto de
los pasos del procesamiento, los cuales son reportados como [3, tal como lo
recomienda Du et al., (2010). Los efectos de lote y las posibles co-variables fueron
detectados utilizando el analisis de descomposicion de un solo valor. Los efectos

de lote identificados fueron corregidos antes del analisis de metilacion diferencial.

5.7.3 Andlisis diferencial del transcriptoma
Con la finalidad de identificar diferencias en los perfiles de expresién entre

nuestros grupos de estudio, realizamos un analisis de contraste a través del

paquete Limma de Bioconductor (Richie et al., 2015). Limma modela la expresion
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génica a través de modelos lineales generales, es una prueba de diferencia de
medias con ajuste para multiples comparaciones a través del método Benjamin-
Hochberg. Se consideraron aquellas sondas con expresion diferencial que
mostraran un cambio de al menos +0.3 Log Fold Change, valor ajustado de p<0.03
y adhiriendo una robustez estadistica de correccion de multiples comparaciones

(FDR) con la prueba Benjamin-Hochberg=0.05.

5.7.4 Anélisis diferencial del metiloma

Con la finalidad de identificar diferencias en el metiloma de casos y controles
realizamos un analisis de contraste de regresion lineal. Los datos fueron
abordados a través de dos estrategias de estudio:

-ldentificamos sitios puntuales en el genoma diferencialmente metilados
(DMPs, por sus siglas en ingles), tomando como punto de corte el valor de
p<5x10~y adhiriendo una robustez estadistica de correccién de multiples
comparaciones (FDR) con la prueba Benjamini-Hochberg de 0.1. Posteriormente,
para disminuir el nUmero de sitios significativos y para identificar las diferencias
con mayor relevancia biolégica, aplicamos un punto de corte de + 2% en el cambio
de metilacién (AB) entre casos y controles.

- Identificamos las regiones gendmicas diferencialmente metiladas (DMRs,
por sus siglas en ingles), utilizando el paquete DMRCate de Bioconductor, fijamos
el punto de corte el valor de p<5x10-'5 corregido por el método de multiples
comparaciones de Benjamini-Hochberg con un FDR de 0.1. Posteriormente, para
identificar los DMRs con mayor relevancia biolégica aplicamos un valor de corte

del 1% en la media del valor de metilacion por region (Mean Beta FoldChange).
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Es importante analizar las regiones DMR ya que se ha propuesto que
probablemente tienen mayor relevancia bioldégica en comparacién al analisis de
posiciones gendmicas aisladas (Jones, 2012).

e Meétodo de asignacion de sondas a genes
Para identificar los genes anotados en cada sonda del microarreglo utilizamos la
base de datos Methylation HumanBeadChip 450 (version 1Im12) basado en el
genoma de referencia Hg19 de lllumina, la cual asigna el nombre del gen mas

cercano a cada sonda.

5.7.5. Andlisis de efecto de confusion por composicion celular de las
muestras

Para probar la posibilidad de factores de confusion que pudieran alterar los valores
de nuestros resultados, se evalud la heterogeneidad del tipo celular que
conforman las muestras de estudio. Los microarreglos contienen sondas
especificas para estimar las composicion de las proporciones celulares, tal como
lo sugiere (Guintivano, Aryee, y Kaminsky, 2013). Con este algoritmo realizamos

una comparacion entre casos y controles.

5.7.6. Andlisis de concordancia entre genes diferencialmente expresados y
regiones gendmicas diferencialmente metiladas.

Para identificar el posible impacto de la metilacién génica en la expresién de sus
transcritos, realizamos un analisis de superposicion de datos a través de
diagramas de Venn. Estos diagramas se utilizan para mostrar relaciones
matematicas o légicas entre diferentes grupos de conjuntos, en este caso, listado

de genes. Se considerod el conjunto de datos A como genes con cambios de
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expresion, el conjunto de datos B como aquellos con cambios en metilacion,
mientras que en la interseccion se consideraron a los genes con cambios en
metilacion y expresién. Finalmente, se calculé la significancia estadistica de la
interseccion por medio de una prueba hipergeométrica, la cual evalua la
probabilidad de ocurrencia de una interseccion de un tamafno dado por casualidad,

bajo la hipdtesis nula de no asociacion.

5.7.7. Andlisis de enriquecimiento gendémico

Con el objetivo de identificar las vias biologicas en las que participan los genes
con cambios en expresion y metilacidon, se realizé un analisis de enriquecimiento
de rutas biolégicas a través del paquete MetaCore database de Thomson Reuters
(ver. 6.11, build 41105, GeneGo, Thomson Reuters, USA). Metacore es una
herramienta que contiene datos de genes derivados de fuentes bibliograficas y
tiene la capacidad de mapear las funciones, los procesos y las enfermedades mas
afectadas y relacionadas a los genes identificados en el presente estudio. Los
procesos bioldgicos identificados se listan de acuerdo con el valor de p

determinado por la prueba hipergeométrica (p<0.05).

5.7.8 Andlisis de secuenciacion dirigida por bisulfito para validacion técnica

Se selecciond una region diferencialmente metilada y biolégicamente relevante,
ubicada en una regién diferencialmente expresada para su validacion técnica a
través de secuenciacion de bisulfito dirigida a través de la plataforma lllumina
MiSeq (Chen et al., 2017). Para este propdsito, las muestras de ADN de controles
y casos fueron tratadas con bisulfito empleando el kit Epitect 96 Bisulfite (Qiagen,

EE. UU.) y siguiendo las pautas del fabricante. Los oligos fueron disefiados con el
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software Methyl Primer Express (ThermoFisher Scientific)(Material suplementario).
Brevemente, las librerias fueron construidas a partir de ADN convertido con
bisulfito en tres rondas de amplificaciéon por PCR multiplexadas y utilizando placas
de 384 pozos para evitar efectos de lotes por intra amplificacién. La primera ronda
de amplificacion por PCR se completd utilizando los oligos dirigidos a nuestro
amplicon de interés. En la segunda ronda se afiadieron oligos con secuencias de
unién de tipo CS1 y CS2. La ronda final de reaccién de PCR fue realizada con
oligos de unién P5 y P7, asi como con cddigos de barras de indexacion unicos
para cada muestra. Después de cada ronda de amplificacion, se verificé su calidad
a través de geles de agarosa al 2%, seguido por purificacion con bolitas de metal
de la marca Agencourt AMPure XP (AMPure, Beckman Coulter, Cat. #: A63881).
Ademas, se utilizaron KAPA HiFi HotStart Uracil + (Kapa Biosystems, Cat #:
KK2802) y KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X) (Kapa Biosystems, Cat #: KK2602)
en la primera ronda de amplificacion y en las rondas dos y tres, respectivamente.
Para cuantificar las concentraciones finales de las librerias, se utilizaron tres
métodos diferentes (Agilent 2200 TapeStation, NanoDrop ND-1000 y gPCR). Se
aseguro que todas las muestras tuvieran una molaridad éptima de 2 nM antes de
cargarse en la plataforma MiSeq con el kit de ciclo V3 600 (lllumina, EE. UU.).
Tras recuperar los datos de secuenciacion sin procesar, se utilizé
Trimmomatic (v.0.35) para recortar las secuencias de los adaptadores (Bolger,
Lohse, y Usadel 2014). Las lecturas con puntuaciones Phred <20 se eliminaron y
se alinearon a través del método de Bowtie 2 (v 2.1.0). Posteriormente, se
extrajeron sefiales de los sitios CpG metilados y no metiladas para calcular el nivel

de metilacidon en nuestros sitios de interés. Se calcularon los niveles de metilacién
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promedio para todos los sitios CpG. Los resultados se analizaron mediante
pruebas t de una cola. La correlacion de los valores de metilacion de
secuenciacion y de los microarreglos se evalud con coeficientes de correlacién de

Pearson.

6. Resultados
6.1 Caracteristicas descriptivas de la muestra
Se formé un banco de 150 muestras cerebrales en el laboratorio de Genémica de
Enfermedades Psiquiatricas y Neurodegenerativas del Instituto Nacional de
Medicina Gendémica del INMEGEN, del cual se eligieron 48 que cumplieran con las
caracteristicas requeridas para el estudio. Los casos (n=48) y controles (n=13)
fueron pareados por edad, mecanismo de muerte y resultados en examen

toxicologo. Las caracteristicas demograficas y clinicas se muestran en la Tabla Il.
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Tabla II. Caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra de estudio (Media+/- error estandar).

Cogt:rfées 21153053 Andlisis Estadisticos

Edad 32.46 +/-3.79 33.11+/-2.55 t=0.14, gl=46, p=0.89
IPM (h) 11.69+/-0.60 11.20+/-1.28 t=0.40, gl=46, p=0.69
RIN 7.2+/-0.24 7.4+/-0.28 U=57.50, p=0.39
Escolaridad 9.30+/-0.77 8.94+/-0.44 t=0.41, gl=46, p=0.67
Ocupacién

Estudiante 15.28% (n=2) 11.42%(n=4)

Empleado 76.92% (n=10) 80% (n=28) X2=0.14, gl=2, p=0.93

Desempleado
Estatus Marital
Soltero
Casado o Unién libre
Antecedentes familiares
Psiquiatricos

Si
No
Se ignora
Antecedentes de intento
Suicida
Si
No
Examen toxicoldgico
Alcohol
Cocaina
Negativo
Condicion Psiquiatrica
(DSM-5)

7.69% (n=1)

30.77% (n=4)
69.23% (n=9)

0% (n=0)
76.92% (n=10)
23.08% (n=3)

0% (n=0)
100% (n=13)

7.69% (n=1)
7.69% (n=1)
84.62% (n=11)

8.58% (n=3)

60% (n=21)
40% (n=14)

17.14% (n=6)
77.14% (n=27)
5.71% (n=2)

8.57% (n=3)
32

37.14% (n=13)
5.71% (n=2)
57.14% (n=20)

X2=3.25, gl=1, p=0.07

X2=5.00, gl=2, p=0.08

X2=4, gl=2, p=0.13
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Trastornos depresivos
Trastornos relacionados
con sustancias
Trastornos psicoticos
Trastornos de la
personalidad
Ninguno

Nota Post-mortem
Si
No

0% (n=0)
35.71% (n=5)
0% (n=0)
7.14% (n=1)
57.14% (n=8)

n/a
n/a

48.15% (n=17)
74.28% (n=26)

X2= 28, gl=4
2% (n=1) p=0.00%1
5% (n=2)
2% (n=1)

17.14% (n=6)
82.86% (n=29)

Abreviaciones: IPM= Intervalo post-mortem, h= hora, RIN= RNA integridad numérica, gl=grados libertad.

Las diferencias estadisticas fueron evaluadas con t-Student, U de Mann-Whitney o Chi 2.
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6.2 Evaluacion de la calidad y cantidad de acidos nucleicos

Para lograr una adecuada amplificacion del ARN y ADN, se debe asegurar primero
una extraccion y purificacion correcta. En la Tabla Il se presenta la media de
concentracion de los acidos nucleicos extraidos por grupos, asi como los radios de
absorbancia que indican la pureza. No se encontraron diferencias para los valores
obtenidos en ambos grupos (p>0.05).

Tabla Ill. Cuantificacion y niveles de pureza de los acidos nucleicos extraidos.

o Calidad []
[ ] Acidos
Grupo nucleicos
ng/pl 260/280 260/230
ADN
Controles 126.8 +11.48 2.114+0.008 1.754 £0.044
n=13

Casosn=35 140.8+7.05 2.096+0.004 1.823 +0.024

ARN

Controles

n=6 50.12+11.48 2.12+0.06 2.05+0.04

Casos n=25 62.56 £7.05 2.09+0.03 2.10+0.02

Nota: Los valores son expresados por su media + desviacién estandar. No se encontraron
diferencias entre los grupos para los valores reportados (p>0.05). La pureza del ADN y
ARN es reportada con los radios 260/280 y 260/230.

Con la finalidad de identificar la integridad del ADN genémico obtenido evaluamos
cada una de las muestras a través de geles de agarosa. Identificamos una sola
banda en el gel y no se observaron barridos (Fig. 3). Los valores obtenidos en las
extracciones de ARN se muestran en la Tabla Ill. Se obtuvieron valores de

integridad de ARN > 6 por cada muestra.
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Fig. 3. Visualizacién de la integridad del ADN extraido a través de gel de agarosa al
1%.

6.3 Controles de Calidad de los microarreglos

El valor de lecturas de deteccion de intensidades para las muestras de los
microarreglos fue de p <0.01. En la Fig. 4 se ejemplifican los valores detectados
para los microarreglos de metilacion. Se identificd que los microarreglos fueron
adecuadamente procesados, de manera representativa, en la Fig. 5 ejemplifico la
conversion por bisulfito e hibridacién para el microarreglo de metilacién. Se puede
observar entre las muestras patrones homogéneos de niveles de intensidad para

cada una de las sondas.
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Fig. 4. Gréfica de barras que representa la media de los valores de p de deteccion
de sondas de las muestras del microarreglo de metilacién. Todas las muestras
mostraron un valor de p<0.05.
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Fig. 5. Gréficas de puntos que visualizan la media de intensidad de las sondas que

representan la calidad de la conversién por bisulfito (A) e hibridacion (B) del chip.
Se pueden observar patrones homogéneos en la media de intensidad para cada una de
las muestras, lo que sugiere correctos procesos de calidad en el manejo de la muestra.
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6.4 Normalizaciéon de datos

Los datos de expresidon génica obtenidos a partir del ARN cerebral de las muestras
de estudio fueron corregidos por efecto de lote con el algoritmo Combat
(Combating Batch Effects). Posteriormente, normalizados a través del método de
cuantiles. La normalizacién de cuantiles es una transformacion no lineal que
reemplaza cada valor situado en filas con la media de las caracteristicas en todas
las muestras con el mismo rango, posteriormente ordena los valores de las
caracteristicas dentro de cada muestra y sustituye el valor bruto con el valor
promedio, finalmente reordena los valores transformados tomando en cuenta el
orden original.

Los datos de metilacion fueron corregidos por efecto de lote con la
adaptacién del algoritmo Combat y se normalizaron los valores 3 y Log Fold
Change a través del método no supervisado robust multi-Array average (RMA, por
sus siglas en inglés). En la Fig. 6 podemos observar la grafica de densidades de
los valores de 3 antes y después de ser normalizados. Las graficas muestran una
distribucion bimodal lo que indica patrones de metilacion globales esperados en

estos microarreglos.
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Fig. 6. Grafica de densidades de los valores de 3 para cada una de las muestras antes
(arriba) y después (abajo) de ser normalizados. El eje de las abscisas muestra los
valores de [3, equivalentes a los niveles de metilacion y el eje de las ordenadas muestra la
densidad de sondas del microarreglo en cada nivel de metilacion.
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Otro factor de confusidn que puede alterar los valores de los patrones de
metilacion es la heterogeneidad del tipo celular que conforman las muestras. El
microarreglo contiene sondas especificas para estimar la heterogeneidad de las
diferentes proporciones celulares (Guintivano et al., 2013). Con esta informacion
realizamos una comparacion entre casos y controles, sin diferencias entre grupos

(p<0.05), concluyendo que las muestras son igualmente heterogéneas.

6.5 Expresion genética diferencial

El fendmeno de metilacion génica forma parte de los procesos de
regulacion de expresion, para conocer las alteraciones en las que la metilacion
puede influir en la expresion global de genes de la corteza prefrontal, se realizé un
analisis de expresion del genoma completo a través de microarreglos. Los
resultados mostraron diferencias en 621 genes en los casos de suicidio (p<0.02,
Log Fold Change 20.3 y FDR=0.01; Fig. 7), de los cuales 66.51% (n=413) son
codificantes a proteinas y el restante son no codificantes (n=208). Ademas, con
los perfiles de expresion de cada muestra de estudio se construyé un mapa de
calor de agrupamiento jerarquico no supervisado que se muestra en la Fig. 8. Se
puede observar que las muestras se logran agrupar de acuerdo con el estatus de
control o caso.

Por otra parte, al emplear un punto de corte |Log Fold Change|>+0.80,
identificamos 23 genes implicados. Estos resultados se presentan en la Tabla IV.
En la lista se incluyen genes que se les ha relacionado previamente con las bases

genomicas del suicidio, por ejemplo: CHR, EPHA2, MKNK1, MAP4K. El listado de
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genes diferencialmente expresados fue comparado con el listado de regiones

génicas diferencialmente metiladas para identificar genes que pueden ser

afectados en expresion.

Tabla IV. Lista de genes diferencialmente expresados en el area de BA9 en la comparacion

casos y controles.

Gen Transcrito logFC AveExpr p
SLN Sarcopilina 1.46 7.53 0.00
HS.279842 Largo no codificante 1.24 6.85 0.01
Moléculas de adhesion de
CERCAM células endoteliales cerebrales -1.12 7.68 0.01
Hormona liberadora de la
CRH corticotropina 1.12 8.01 0.00
HSPC157 Largo no codificante 1.12 6.23 0.01
Proteina 4 de dominio de PAS
NPAS4 neuronal 1.09 6.71 0.00
LOC730286 Se ignora -1.05 5.74 0.00
MIAT Largo no codificante -1.00 9.59 0.00
HS.184721 Largo no codificante -0.92 7.25 0.00
Factor de intercambio de
nucledétidos de guanina del rap
RAPGEF4 4 0.91 10.23 0.00
SerinA/Treonina Kinase 36
STK36 -0.89 8.97 0.00
LOC645000 Se ignora -0.86 6.38 0.00
LOC100132942 Se ignora -0.86 6.22 0.00
HS.145444 Largo no codificante -0.85 7.66 0.01
Dominio de interaccion de
PID1 fosfotirosina que contiene 1 0.85 7.67 0.00
OVGP1 Glicoproteina Oviductal 1 -0.84 8.02 0.00
LOC728457 Se ignora -0.84 7.73 0.00
Diferenciacion asociada de
MMD Monocitos a macréfagos 0.84 10.64 0.00
HS.572130 Largo no codificante -0.83 6.48 0.01
Proteina 33 de Motivo de Unidn
RBM33 a ARN -0.83 8.99 0.00
LOC286208 Se ignora -0.83 7.19 0.00
Homologia de Pleckstrin,
dominio MyTH4 y FERM que
PLEKHH1 contiene H1 -0.81 9.23 0.01
LOC100130914 Se ignora -0.80 6.33 0.00

Nota: LogFC= Log Fold Change, AveExpr= Valor de expresion media.
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Fig. 7. Expresion diferencial entre casos y controles. Grafica de volcan de la
proporcion de cambio (Log Fold Change) y la significancia expresada como el
logaritmo base 2 del valor de p. La linea negra horizontal indica un valor de p=0.02,
las lineas rojas verticales indican [-0.03| y |0.03] del Log Fold Change. Los puntos de
color verde representan aquellos genes diferencialmente hipo-expresados y los genes
rojos los diferencialmente hiper-expresados.
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Mean beta FC

6.6 Alteraciones en el metiloma

6.6.1 Resultados de sitios puntuales de metilacién diferencial (DMPs)

Después de completar los procedimientos de control de calidad de los datos, se
realizd el analisis de comparacion entre casos y controles, donde identificamos
125,165 DMPs diferencialmente metilados (p<5x10-%, FDR=0.10). Esto incluye
sitios con diferencias muy bajas en los niveles de metilacién, por ejemplo, valores
de B por debajo del 0.0001%. Por lo tanto, aplicamos un valor de punto de corte de
AB de dos por ciento para identificar 83,947 DMPs con cambios de metilacion con

mayor probabilidad de ser biolégicamente relevantes (Fig. 9).
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Cromosoma
Fig. 9. Sitios puntuales de metilacion diferencial entre casos y controles. Los
resultados se representan en puntos con los valores de la media de los niveles de
metilacion cambio (Mean Meta Fold Change). Las lineas rojas horizontales indican los
valores de punto de corte de |-0.02| y |0.02| del Log Fold Change. 83,947 DMPs resultaron
significativos (puntos de color verde).
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Se identificd que el 38.02% de las alteraciones se localizan en los cuerpos
genicos, el 27.02% en las regiones intergénicas (IGR) y el 13.53% en sitios
cercanos al inicio de la transcripcion (Fig. 10 A). Ademas, de acuerdo con la
distribucion de CpGs en el genoma, el 41.22% de los cambios se localizan en

regiones de mar abierto y el 20.57% en islas (Fig. 10 B).

A)

0000000000 B)
0000000000 0000000006
Q000000009 @® m 3302% BODY 0000000000
00000000009 M 2702% IGR
0000000000 3 13.53% TSS1500 0000000000 Bl 41.22% Opean sea
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: B 27.32% Shore
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Fig. 10. Niveles estimados de metilacion diferencial en sitios puntuales CpG. La
comparacion de los niveles de metilacion del ADN entre casos y controles revel6 efectos
especificos en sitios del genoma. El mayor niumero de alteraciones se identificaron en los
cuerpos génicos (A) y en sitios de mar abierto (B).

6.6.2 Regiones de metilacion diferencial (DMRS)

En comparacion con los cambios en sitios puntuales CpG, las alteraciones en
regiones del genoma podrian tener un mayor efecto funcional en cambios de
expresion de genes (Ekhardt et al., 2006). Identificamos 13,223 DMRs entre
casos y controles (p<0.05), sin embargo, esto incluye DMR con diferencias en los
valores de metilacion menores al 1%. Por tanto, aplicamos un valor de punto de

corte de Mean Beta Fold Change >10.01, asi identificamos 4,430 DMRs con
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cambios de metilacion que tienen mayor posibilidad de ser biolégicamente
relevantes. El 27% de las alteraciones se localizaron en el cuerpo del gen, el
38.96% en sitios cercanos al inicio de la transcripciéon y el 14.52% en zonas
intragénicas (Fig. 11). EI DMR que mostré mayor porcentaje de cambio se
encontré dentro del gen ZFP57 (Mean Beta Fold Change >+0.20, p=1.22X10-"22),
el cual se encontraba hipermetilado a lo largo de los 17 sitios CpG que conforman
la region en los casos de suicidio. Esta region se ubica en el cromosoma seis
entre las posiciones 29 648 161 y 29 649 807, cerca del sitio de inicio de la
transcripcion. Los 10 DMR mas significativos (Mean Beta Fold Change >+ <0.12)

se proporcionan en la Tabla V.

Il 27.00% BODY
1 20.85% TSS1500
B 18.11% TSS200
B 14.52% IGR

B 9.72% 5UTR
Bl 7.68% 1stExon
B 2.11% 3'UTR

Fig. 11. Niveles estimados de metilacion diferencial en regiones del genoma. La
comparacion de los niveles de metilacion del ADN entre casos y controles reveld efectos
especificos en regiones del genoma. EI mayor numero de alteraciones se identificaron en
los cuerpos génicos.
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Tabla V. Top 10 de regiones diferencialmente metiladas (DMRs) y entre casos y
controles.

, Mean
Cro NUmero Promotores Transcrito P B
de CGs
FC
Hipermetilado
6 22 ZFP57 Proeinadedode 4 5oyq0122 (20
zinc 698
13 POUSF1 POUClase 5, goyqg14s 017
Homebox1
16 9 RP11 Pseudogen 3.83X1077  0.15
Factor de
8 v ARHGEF10 intercambio de 724X1057 013
Nucleotido
Guanino Rho 10
5 7 AC034228 Transcrito nuevo  9.60X10%°  0.12
Hipometilado
1 10 RP11 Pseudogen 4.85X10°%  -0.15
6 8 DUSP22 Fostatasa dual  54x 106 .0.14
especifica 22
1 10 RP11 Pseudogen 1.08X10*  -0.13
Fosfolipasa
17 13 PLD6 Familia D Miembro  1.27X10%  -0.12
6
5 15 VTRNA2 Micro RNA 886 2.02X10°  -0.12

Nota: Cro = numero de cromosoma, FC= Fold Change

6.7. Alteraciones concordantes entre genes diferencialmente expresados y
regiones gendémicas diferencialmente metiladas.

Con el objetivo de identificar los posibles efectos de las alteraciones en los
patrones de metilacién sobre la expresidn génica, identificamos los genes que
mostraran regiones diferencialmente metiladas y cambios significativos de
expresion a través de un diagrama de Venn. En la Fig. 12 se observa que 70
genes presentan una relacion metilacion-expresion en los casos de suicidio en

comparacion con los controles (p=2.5824, prueba de probabilidad hipergeometrica
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exacta). Cabe destacar que las regiones hipermetiladas con mayor cambio que
tuvieron efecto en la expresion de su transcrito se localizaron dentro de los genes
CD22 y NLRP3 (p=5.89-%, Mean Beta Fold Change=0.056, FDR=0.10, p=8.21-"5,
Mean Beta Fold Change=0.045, FDR=0.10) ; mientras que SLC25A34 y ADCY9
fueron los genes con mayor cambio en hipometilacion y efecto en expresion (p =
5.47E%°, Mean Beta Fold Change=-0.034 y p= -8.85'%, Mean Beta Fold Change =-
0.032, g=0.10, respectivamente). En la Tabla VI se muestra jerarquicamente los
genes con mayores cambios observados, asi como aquellos biolégicamente

relevantes para el suicidio.

MRNA DMR

Fig. 12. Diagrama proporcional de Venn que muestra la superposicion de
diferencias entre las DMP diferenciales y la expresion génica (A), los DMR Yy la
expresion génica (B) entre los casos y los controles. Prueba de probabilidad
hipergeométrica exacta p<2.5824.
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Tabla VI. Top de regiones diferencialmente metiladas y su concordancia en
cambios de expresion entre casos y controles.

Metilacion Expresion

Gen Transcrito Cro
p LFC p LFC

Hipometilado en casos

SLC2sA34r  Acareadorde soluto 25 4 g 4e0 9034 0004 -0.67
miembro 34

ADCY9* Adenilato ciclasa 9 16 8.85' -0.032 0.005 -0.42

Dominio homologode 4 4 5752 025 0003  -062

PLEKHAG* Pleckstrin A6
Proteina asociada a 23
INADL* uniones estrechas 1 3.27 -0.025 0.0005  -0.31
Gen 20 del interferén
ISG20* estimulado por 15 245"  -0.023 0.006 -0.57
exonucleasas
Hipermetilado en casos
CD22* Molecula CD22 1 5.89% 0.056 0.004 -0.3
NLRp3+  NLRFamily PyrinDomain o5 g 5145 0045 0003  -043
Containing 3
COCH* Cochlina 14 4.35% 0.033 0.006 0.39
TuBGCPe+ COmPlejo gammatubulina 4y ah47 9033 0008 -0.36
asociado a proteina 6
MxRAg+ ~ Remodeladorde Matriz 4o 55837 0031 0001  -0.61

asociado 8
Biol6gicamente relevantes

CRH* Hormona'llberad.orade la 8 35928 025 0.0006 1.18
corticotropina

MKNK1® ~ MAPcinasainteraccion 4 4403 01 0001  -0.51
Serin/Teorin cinasa
Proteina cinasa mitogeno-

activada 4 de interaccién

* -79 _ _
MAP4K MAP serina cinasa/teorina 14 1.65 0.01 0.007 0.48
cinasa
EPHA2* Receptor EPH 2 9 1.99%  0.01 0.009 -0.36

Abreviaciones: Cro, Cromosoma, LFC, Log Fold change. * Exon, * Intron. Las regiones
presentan un tamano de 1kb.



6.8 Andlisis de vias biolégicas y enriguecimiento funcional de genes

Para investigar una posible asociacion funcional de los 70 genes identificados con
cambios en expresion y metilacion, se realizé un analisis de enriquecimiento de
rutas bioldgicas a través del paquete Metacore. Se eligieron las 5 vias mas
significativas de acuerdo con valores de p <0.05. Los datos se abordaron con la
finalidad de identificar redes especificas para procesos celulares y vias candnicas.
El analisis reveld 10 genes sobre representados y asociados al suicidio: ADCY9,
CRH, NFATC4, ABCCS8, HMGA1, KAT2A, EPHA2, TRRAP, CD22, CBLN1.

En términos de redes de procesos celulares; inflamacién regulada por el
factor inhibidor de la migracion de macréfagos (p = 9.20-03), transduccion de
sefales regulada por el modulador del elemento sensible al cCAMP también
conocido como via CREM (p = 1.97-02) y el proceso neurofisioldgico regulado por
la hormona liberadora de corticotropina (p = 3.35-02) fueron identificadas.
Ademas, el analisis de vias ontologia genética de Metacore indicd que estos
genes expresados y metilados diferencialmente también estaban altamente
correlacionados con la regulacion de la plasticidad sinaptica (p = 1.02-05), la
diferenciacién de células de la notocorda (p = 1.06E-05) y la regulacién negativa
de mantenimiento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (p = 1.06-

05) como se muestra en la Tabla VII.
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Tabla VII: Analisis de enriquecimiento de genes diferencialmente metilados y
expresados asociados a suicidio. Top 5 de las rutas mas importantes ordenadas
por valores de p.

. e # Min
# Vias de sefializacion genes p FDR Genes

Redes de procesos celulares

Inflamacion regulada por el
1 factor inhibidor de la 4 0.009 0.653
migracion de macréfagos

Adenilato ciclasa, CRH,
Adenilato ciclasa tipo IX, HMGA1

Transduccion de sefales

regulada por el modulador Adenilato ciclasa,

2 del elemento sensible al 3 0.019 0658 CRH, NFATC4
cAMP
Proceso neurofisiolégico Adenilato ciclasa
3 regulado por la hormona 2 0.033 0.658 ’
. . . CRH
liberadora de corticotropina
Modificacion de la cromatina TRRAP, HMGAL,
4 de transcripcion 3 0.037 0658 KAT2A
5 Via BCR_de la respuesta 3 0046 0658 CD22, NFATCA4,
inmune NF-AT

Vias ontolégicas

Adenilato ciclasa, CRH, Ephrin-A

Regulacion de la plasticidad 8 1.00E- 0.004 receptor, S100, NFATCA4,

1

sinaptica 05 CBLN1, KAT2A, NF-AT
2 Diferenciacion celular de la 2 1.10E- 0.004 Ephrin-A receptor,
notocordia 05 ' EPHA2
Regulacion negativa de
mantenimiento de la 1.10E-
permeabilidad de la barrera 2 05 0.004 SUR, ABCCS
hematoencefalica
Regulacion negativa de la 2 1.10E- 0.004 SUR, ABCCS

migracion de neuroblastos 05

Regulacién de la 1. 10E-
permeabilidad de la barrera 2 '05 0.004 SUR, ABCC8
hematoencefalica

(¢,




6.9 Validacién de regidn diferencialmente metilada por secuenciacion
dirigida por de bisulfito

Por ultimo, se identificé que dentro de los 10 genes contenidos en las vias de
asociacion al suicidio, el gen ADCY9 fue el de mayor relevancia bioldgica al estar
presente en 4 vias biolégicas y tener los valores estadisticos mas significativos (p
= -8.85E-14, Mean Beta Fold Change=-0.032, g = 0.10) (Tabla VIII). Por lo tanto,
se seleccion6 el DMR asociado a ADYC9 para validar los datos de metilacién
obtenidos a través del microarreglo. Los valores de metilacién de ADYC9 fueron
medidos mediante la secuenciacidn de la regidn chr16: 4102293-4103533, usando
un amplicén que incluia los sitios cg00701890, cg16774375, cg02910037, cada
uno ubicado dentro del DMR. En consistencia con los datos obtenidos a través de
microarreglos, la secuenciacién dirigida de bisulfito revelé que ADYC9 estaba
hipermetilado en los casos de suicidio en comparacion con los controles (valor de
p <0,001, prueba t de Student). Ademas, obtuvimos un coeficiente de correlacion
de Pearson de r = 0.40 (p <0.009) entre el nivel de metilacién de CpGs evaluado

por el método de secuenciacion de bisulfito y el microarreglo (Fig. 13).
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Tabla VIII: Lista de genes sobre representados en vias de asociacion biolégicas

ordenados por relevancia biologica.

Metilacion £ ., NUumero
Genes de Xpresion de vias
anotados Transcritos Cro ADN MRNA de
en DMRs asocia-
p LFC p LFC cion
ADCY9 Adenilato ciclasa 9 16 8.85E-14 0 632 0.0059 -042 4
cry  Hormonaliberadorade o 5 59- 58 0026 00006 1.13 4
la corticotropina
NFATC4  ractornucleardde \ gone 51 0017 0.0007 1.12 3
células activadas T
ABccg ~ Casetede ATPunion 4 goae 55 011 00057 -0.55 3
subfamilia C miembro 8
HMGal Crupodealtamoviidad o 5 o0 50 0023 0.0088  0.33 2
AT-Hook 1
KAT24  LisinaAcetiltransferasa 47 3g0r 48~ 00012 -0.55 2
2 0.011
EPHA2 EPH Receptor 2 1 1.99E-27 0.016 0.0092 -0.36 2
Proteina de
TRRAp fransformacionftranscrip  ,  440p 47 - 90082 -0.39 1
cion de Dominio 0.013
Asociada
CD22 CD22 Molecula 19 5.89E-36 0.056 0.0047 -0.62 1
CBLN1 Cerebelin 1 Precursor 16 0.80E-19 0.029 0.0058 0.33 1

Abreviaciones: Cro= Cromosoma, LFC= Log Fold Change.
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Fig. 13. Correlacién de los valores de metilacion en laregion 10219 del gen
ADCY9 evaluada a través del microarreglo lllumina BeadChip de 480k y
secuenciacion dirigida de bisulfito. A) Los graficos de barras muestran el
porcentaje de metilacion de casos y controles detectados mediante la
secuenciacion de bisulfito dirigida. B) Los graficos de barras muestran un cambio
logaritmico de la expresion génica de casos y controles detectados mediante el
BeadChip de expresion HumanHT-12 v4.
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7. Discusion

En el presente trabajo, se identificaron las alteraciones del metiloma y su efecto en
la transcripcion de genes que constituyen la corteza prefrontal dorsolateral de
mexicanos finados por suicidio mediante técnicas de alto rendimiento para la
deteccion del genoma completo y analisis de enriquecimiento funcional. Ademas,
se realizé la validacion de la region génica con mayor implicacion biolégica en la
etiologia del suicidio a partir de secuenciacion por bisulfito. Lo anterior es de gran
interés ya que evidencias actuales indican que los mecanismos epigenéticos
pueden tener un papel fundamental en el suicidio y la epigenética esta aportando
nuevo conocimiento para entender la interaccion genético-ambiental, por lo que
entender este proceso es fundamental para dilucidar las bases bioldgicas del
suicidio.

Cambios en el transcriptoma de los casos de suicidio

En la primera parte de este trabajo se investigaron los cambios de expresion del
genoma que constituye la CPF en casos de suicidio. Se detectd cambios
significativos en 621 transcritos, de los cuales 208 no codifican a proteinas
(NCrna). Aqui se incluyé intencionalmente la regulacion de los NCrna ya que son
considerados como modificadores epigenéticos directos de loci (Peschansky y
Wabhlestedt, 2014). Los NCrna eran considerados como "DNA basura’, sin
embargo, actualmente se ha reconocido su participacion como reguladores de la
expresion génica. Hasta el momento, no se ha detectado un solo mecanismo por
el cual medien sus procesos reguladores. En general, son capaces de regular

genes codificantes de proteinas cercanas en cis, a través de la interferencia de las
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proteinas que constituyen la maquinaria de transcripcion. También regulan genes
mas distales en trans, a través del reclutamiento y la focalizacién de complejos de
proteinas (Roberts et al., 2014). Pocos son los trabajos que han evaluado la
implicaciéon de NCrna en la fisiopatologia del suicidio por lo que es complicado su
interpretacion. Punzi et al., (2014), demostré una asociacion entre la regulacién del
gen MARCKS y el incremento de expresion del largo no codificante 285758 en el
area de BA9. Los resultados de este estudio involucran un listado de 208 NCrna
los cuales no han sido previamente asociados. Especulamos, que existe una
correlacion entre los componentes de genes no codificantes del transcriptoma, los
cambios epigenéticos y las alteraciones en la expresion del area de BA9, sin
embargo, el disefio de este estudio no nos permite probar esta asociacion causal.
Respecto a la interpretacion de los resultados de genes codificantes a
proteinas, destacamos la sobreexpresion de la hormona liberadora de
corticotropina (CHR), cambio que probablemente es el mas replicado en la
literatura (Pandey et al., 2019) y que se ha observado en el hipotalamo y la CPF
de casos de suicidio (Gao y Bao, 2011; Pandey et al., 2019). Se ha propuesto que
las altas concentraciones de CHR estan directamente asociadas con la presencia
de estrés y que provoca un desbalance en el funcionamiento del eje hipotalamico-
hipdfisis-adrenal. Dado que la CPF contiene neuronas secretoras de CHR y
receptores sensibles a sus niveles (Herman y Cullinan, 1997; Herman et al., 2003),
especulamos que probablemente al momento de la muerte los individuos
atravesaban situaciones de estrés agudo o cronico lo que causo un cambio

sostenido en los parametros de CHR en la CPF.
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También se identificd alteraciones en transcritos relacionados al sistema
inmunitario. Por ejemplo, MKNK1 y MAP4K codifican para proteinas que interactua
activadas por mitogénos, se activan en respuesta a las citosinas y estan
implicadas en la sefalizacion, activacion de respuestas inmunitarias,
transformacién y migracion celular (Kyriakis et al., 2012). La alteracion en el
transcrito MKNK1 fue reportada en pacientes con esquizofrenia (Goes et al., 2015)
y es la primera vez que se identifica en el contexto del suicidio. Se puede inferir,
que existe un posible vinculo entre la sobre expresion de CRH y las alteraciones
en la expresion de los genes MKNK1, MAP4K, EPHA2, dado que ya se ha
demostrado que el aumento en CHR tiene la capacidad de estimular respuestas
en el sistema inmunitario (Pandey et al., 2019).

Si bien los datos transcriptomicos brindan informacién especifica de lo que
sucede en el cerebro al momento de la muerte, el estudio de las marcas
epigenéticas nos brinda informacion de los procesos mediadores de regulaciéon en
periodos mas largo de tiempo. Por consiguiente, el objetivo principal de este
trabajo fue implicar el papel de los patrones de metilacion como mecanismo de

regulacion génica en el contexto del suicidio.

Implicacion del proceso de regulacion epigenético de metilacion en los
cambios transcriptomicos de los casos de suicidio y analisis de vias
bioldgicas y enriquecimiento funcional de genes

En el analisis de concordancias entre las alteraciones de los perfiles de metilacion
y expresion se identificd numerosas regiones metiladas con tasas de cambio

>+0.01 entre casos y controles. Este valor podria representar tasas de cambio

relativamente bajas, cuestionando si realmente existe un impacto biolégico en el
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fenotipo observado. Sin embargo, a diferencia de enfermedades monogénicas,
donde se valores altos de cambio en un solo gen, en las enfermedades complejas
y en la conducta suicida se esperan cambios pequefios en multiples sitios.
Ademas, estos puntos de corte son comunmente utilizados en el contexto de
enfermedades complejas (Dalman et al., 2012; Hachiya et al., 2017).

Si bien identificamos numerosos sitios puntuales de metilacion diferencial
con efecto en su transcripcion, la discusion sera centrada en las regiones
diferencialmente metiladas ya que estas podrian tener un mayor efecto funcional
en cambios de expresion de genes (Ekhardt et al., 2006). Se identificaron 70
regiones diferencialmente metiladas con efectos en la transcripcién del RNA, las
cuales se ubican en diferentes genes. El analisis de enriquecimiento de estos 70
genes reveld que 10 estaban sobrerrepresentados y que por lo tanto son
biolégicamente relevantes a procesos relacionados con el suicidio (ADCY9, CRH,
NFATC4, ABCC8, HMGA1, KAT2A, EPHA2, TRRAP, CD22, CBLN1). De estos 10
genes, ADCY9 aparecio en el mayor numero de vias. Por lo tanto, se decidio
validar su resultado mediante secuenciacion dirigida de bisulfito.

El gen ADCY9 pertenece a la familia de enzimas de union transmembranal
que catalizan la formacién de AMP ciclico a partir de trifosfato de adenosina (ATP)
y esta implicado en la sefalizacion intracelular, su producto se ha asociado a
procesos de aprendizaje, memoria, plasticidad sinaptica y la neurodegeneracion.
Las alteraciones en la actividad de AMP ciclico han sido previamente identificadas
en las plaquetas del cerebro post-mértem en casos de suicidio (Cowburn et al.,
1994; Reiach et al., 1999). En el presente estudio se encontrd una regulacién a la

alza de ADCY9 y una asociacion con hipometilacion de todos los sitios CpG que

73



conforman su segundo intron. Esta hipometilacién correspondié a una disminucion
a la expresion del ARN. Si bien la metilacion en una regién promotora
generalmente esta anticorrelacionada con su expresion, nuestros hallazgos de una
correlacion positiva entre la metilacion y la expresion del cuerpo del gen son
consistentes con otros estudios (Ball et al., 2009, Lutz et al., 2018). De acuerdo
con nuestro conocimiento, alteraciones en los patrones de metilacion en ADCY9
no han sido identificadas previamente en la corteza prefrontal de casos de
suicidio.

Mediante analisis bioinformaticas se identifico que ADCY9 enriquecio
funcionalmente a cuatro vias de senalizacion asociadas a suicidio. Hay dos de
ellas que vale la pena remarcar; la via de inflamacion regulada por el factor
inhibidor de la migracion de macréfagos y el proceso neurofisioldgico regulado por
la hormona liberadora de la corticotropina. Ambas comprenden y modulan la
regulacion de dos sistemas cruciales en la conducta suicida que son el sistema
inmunitario y el eje encargado de regular la respuesta biolégica a estimulos
estresantes, respectivamente.

Reportes previos han remarcado la importancia de la regulacion del sistema
inmunitario en la etiologia del suicidio, asi como los procesos de inflamacion, de
estos identificamos siete genes con alteraciones e involucrados en los casos de
suicidio de mexicanos (ADCY9, CRH, HMGA, NFATC4, CD22, NLRP3, MAP4K).
Las diferencias mas pronunciadas se encontraron en los genes implicados en la
sefalizacion del factor de inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF).
Evidencia experimental sélida nos indica que MIF se produce y almacena dentro

de vesiculas citoplasmaticas de distintos tipos celulares, incluidos macrofagos,
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células T y células dendriticas, ademas es liberado rapidamente cuando las
células detectan a las corticotropinas (Calandra et al., 1995; Calandra y Roger
2003; Fan et al., 2014). El cortisol es una corticotropina que se liberan en
presencia de estimulos estresantes de origen enddégeno y exdgeno y se ha
demostrado que tiene la capacidad de activar las células del sistema inmunoldgico
(Dhabhar, 2009). Ademas, algunos estudios han demostrado que el estrés agudo
aumenta la resistencia a infecciones y favorece la activacién inmunitaria innata,
mientras que el estrés cronico suprime las respuestas del sistema inmunitario
adaptativo a traveés de la disminucion de células T y el aumento de la actividad
inmmunosupresiva (Dhabhar, 2009). En el presente estudio se identificd expresion
a la alta de CRH en los casos de suicidio en comparacion a controles, lo que
sugiere que CRH podria estar desencadenando la produccién de MIF en el
cerebro, dado que MIF se expresa en células inmunitarias y nuestros hallazgos
indican una expresion alterada de CD22 y NFATCA4, genes implicados en la
regulacion de las células B y T, podemos deducir que existe un aumento la
activacion inmunitaria adaptativa e innata y que podria estar comandada a través
de regulacién epigenética y por la presencia de estimulos de estrés crénico. Estos
hallazgos son consistentes con estudios previos del genoma completo, donde se
implicaros genes asociados a vias del sistema inmunitarios en la misma region
cerebral de casos de suicidio (Murphy et al., 2017; Kouter, 2019; Pantazatos et al.,
2016 ; Policicchio et al., 2020).

El estrés cronico también provocar inflamacién a través de la citoquina
proinflamatoria tipo 2 segregada por células inmunitarias (Dhabhar, 2009). En el

presente estudio encontramos evidencia de la presencia de respuesta inflamatoria
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en los casos de suicidio. Por ejemplo, se identificé un aumento en la metilacion y
regulacion a la baja de NLRP3, gen regulador de la respuesta inflamatoria
(Swanson, Deng, y Ting, 2019). Un estudio en células mononucleares de sangre
periférica, mostro que el transcrito de NLRP3 se encontraba hipoexpresado en
pacientes con trastorno bipolar (Scaini et al., 2019); sin embargo, la metilacion del
DNA en este locus no se ha implicado previamente en el suicidio.
Interesantemente, se ha sugerido que MIF controla la expresion del inflamasoma
NLRP3 y que este juega un papel central para limitar la velocidad de produccién
de citocinas activas (Shin et al. 2019; Lang et al., 2018), por lo que sugerimos que
la expresién a la baja de NLRP3 puede provocar perdida en la capacidad del
sistema para mantener una respuesta inflamatoria adecuada en la corteza
prefrontal de casos de suicidio.

Se identificé alteraciones epigeneticas en el gen CD22 (receptor de células
B CD22) es un mimbro de la superfamilia de genes de inmunoglobulina que
participan en la regulacion de la expresion de la inmunoglobulina M de superficie
en las células B. Especificamente, se identificd que su promotor estaba
hipermetilado y se asocio con una expresion disminuida de su transcrito, lo que
indica que el estado de metilacion de este DMR tiene el potencial de modificar la
actividad de su promotor. Si bien CD22 no habia sido previamente asociado al
fenotipo suicida, en estudios previos de analisis del genoma completo, se identifico
que las expresiones del gen CD44, CD300LB, una glucoproteina analoga de la
superficie celular del antigeno, son mas bajas en la BA9 de casos de suicidio

(Thalmeier et al., 2008; Sequeira et al., 2007; Galfalvy et al., 2013).
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Otro hallazgo relevante fue que detectamos genes relacionados al proceso
neurofisiolégico regulado por la hormona liberadora de corticotropina asociados a
suicidio. Si bien, las alteraciones en la expresion de CRH es uno de los resultado
mas consistente en el contexto del suicidio (Zhao et al., 2015; Humphreys et al.,
2019a; Jokinen et al., 2018; Humphreys et al., 2019b; Roy, Shelton, y Dwivedi
2017; Claes, 2004), el mecanismo de su regulacion no esta del todo esclarecido.
Aqui observamos una hipermetilacion en la regién promotora de CRH asociada
con expresion a la alta de su transcrito en la corteza prefrontal del grupo de casos.
La metilacion en las islas CpG de las zonas promotores generalmente se asocia
con la represién de la actividad genética (Delcuve, Rastegar, y Davie 2009;
Novakovic et al., 2011). Sin embargo, una relacion no tipica de hipermetilacion en
la zona promotora y expresion a la alta del transcrito se ha descrito en genes con
promotores constituidos por escasos sitios CpGs y la regién promotora del CRH
aqui identificado cae dentro de los criterios establecidos para clasificarlo como
promotor con baja densidad de CpGs (Weber et al., 2007).

Por otra parte, los resultados de vias de sefalizacidn sugieren que
adenilato ciclasa a través de ADCY9 podria estar participando en el proceso
neurofisiolégico regulacién de CRH. Estudios moleculares han identificado una
secuencia sensible a AMP (CRE) ciclico localizado a 200 bp rio arriba del principal
sitio de inicio de transcripcién (Adler et al., 1990). Estudios previos, ha demostrado
que la metilacion en sitios de CRE en CRH pueden aumentar la afinidad de las
proteinas de union con los factores de transcripcidn y provocar un incremento en
su expresion (Pan et al., 2015; Rishi et al., 2010). Ademas, el receptor de CRH

pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G y envia sefales al
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interior de la célula a través del mecanismo dependiente de cAMP (Baritaki et al.,
2019). Lo que nos haria suponer que existe una retroalimentacion positiva entre

CRH y ADCY9 en la corteza prefrontal de los casos de suicidio, aunque faltarian
estudios funcionales para corroborar esta hipétesis.

Por otra parte, los procesos de regulacion sinaptica fueron de nuestro
especial interés, ya que fue la via mas enriquecida. La plasticidad sinaptica es una
de las funciones mas fundamentales e importantes del cerebro. La eficacia de la
transmision en una sinapsis depende de la modulacién de la conectividad entre las
neuronas Yy los circuitos neuronales durante la adaptacion al entorno (Marsden et
al., 2013). Estudios anteriores han destacado como rol clave la plasticidad
sinaptica en el suicidio (Liu et al., 2017). Por ejemplo, Nagy et al., (2020)
identificaron genes diferencialmente expresados de estirpe celular especifico
asociados a la regulacion de la plasticidad sinaptica en la corteza prefrontal
dorsolateral de casos de suicidio. Nuestros hallazgos muestran que ADCY9 y CRH
eran miembros de la via de plasticidad sinaptica y que se encuentran
desregulados en los casos de suicidio. Numerosa evidencia indica que adenilato
ciclasa es un regulador esencial de la plasticidad sinaptica. Por ejemplo, regula las
vias relacionadas con la potenciacién a largo plazo, como la sefalizacién de
adenilato ciclasa sensible a Ca2 + / calmodulina (Wang y Storm, 2003; Abel y
Nguyen, 2008), la sefalizacion de cAMP-PKA (Wang and Storm, 2003; Banko et
al., 2004) y la actividad de la proteina de union al elemento de respuesta al cAMP
(CREB) (Benito et al., 2011). Ademas, la desregulacion de ADCY9 y CREB se ha
observado previamente en la corteza prefrontal de individuos que murieron por

suicidio (Yamada et al., 2003; Pandey et al., 2007). Curiosamente, la via de
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transduccion de senales a través de CREM también se enriquecio en los casos de
suicidio. En conjunto, la regulacion a la baja de ADCY9 puede alterar la
senalizacion de CREB y por lo tanto, afectar la regulacion de la plasticidad
sinaptica en la corteza prefrontal de las personas que murieron por suicidio. Dado
que los estudios funcionales de la adenilato ciclasa en el contexto del suicidio son
escasos, son necesarias futuras investigaciones para explicar la funcién de

ADCY9 y su papel en la plasticidad sinaptica.

8. Limitaciones y direcciones para investigaciones futuras

El presente estudio representa un paso importante para identificar los
cambios epigeneticos de la corteza prefrontal asociados a casos de suicidio en
mexicanos. Sin embargo, los resultados deben interpretarse con cautela, ya que
existen limitaciones en el este estudio. Para empezar, el tamafio de muestra es
relativamente pequefa, sin embargo, se caracteriz6 cada muestra con datos
adicionales como informacion demograficas y datos clinicos detallados. Esta
informacion fue considerada en nuestros analisis estadisticos. En segundo lugar,
una limitacién inherente a los analisis con microarreglos es la incapacidad de
estos para distinguir las citosinas metiladas de las citosinas hidroximetiladas, por
lo que es razonable considerar que las diferencias detectadas se vean
confundidas por otras modificaciones. Otro punto importante a considerar en este
estudio es que la solidez de nuestros hallazgos esta limitada por varios factores.
Primero, debido a la falta de replicacidon nuestros resultados en conjuntos de datos

independientes. Segundo, en nuestro estudio no se evaluaron datos explicativos
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adicionales como el genotipo. Los enfoques integradores han demostrado que la
metilacion del ADN se predice mejor en la combinacion de informacién del
genotipo con factores ambientales (Czamara et al., 2019). Otra limitacion relevante
de este estudio es la falta de validacién técnica en otras regiones de genes
candidatos principales identificadas como enriquecidas en nuestro analisis de vias;
sin embargo, hemos demostrado que nuestros hallazgos se ajustan a las vias
biolégicas previamente reportadas, como la plasticidad sinaptica, que a su vez
respalda la confiabilidad de nuestros resultados. Aun asi, se necesitan estudios
futuros para replicar nuestros hallazgos en cohortes mas grandes independientes.
Sin embargo, este estudio representa el primero en investigar una poblacion
mexicana en el contexto del suicidio. Seria valioso que futuras investigaciones

realicen analisis de seguimiento de los resultados de esta tesis.
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9. Conclusiones

1.- Este es el primer analisis de metilacion en todo el genoma que integra
datos de expresion en muestras cerebrales asociadas a suicidio en poblacion

Mexicana.

2.- Mediante analisis bioinformaticos y una validacién técnica, se

identificaron genes y vias de senalizacion de gran relevancia el funcionamiento de

la corteza prefrontal, los cuales resaltan a ADCY9 como una molécula que podria

ser de importancia en la fisiopatologia del suicidio.

3.- Las herramientas de alto rendimiento para la deteccion del genoma
completo, proporcionan mayor informacién transcripcional y epigenética, la cual
puede ser util para identificar genes candidatos implicados en la etiologia del
suicidio y para que a largo plazo, esta informacién puede ser utilizada para

desarrollar herramientas de deteccion en sujetos que estén en riesgo.
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