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Resumen

El intento de suicidio es consecuencia de una compleja interaccién entre relaciones sociales traumatizantes, factores ambientales y
genéticos que pueden inducir trastornos del estado de animo. El marco genético de la esquizofrenia, la depresion, la bipolaridad y
los trastornos de ansiedad son muy similares, con genes importantes implicados en la neurotransmisién, el ritmo circadiano, las vias
de la serotonina y més. Realizamos un andlisis de exploracién no codificante utilizando conjuntos de datos GWAS de cuatro articulos
anteriores sobre intentos de suicidio. Las variantes genéticas con valor p significativo ( p <0,05) se procesaron en un novedoso soft-
ware de inferencia (http://inferno.lisanwanglab.org/index.php). Mapeamos hasta 40 elementos reguladores cercanos a esas variantes
genéticas, que podrian estar interfiriendo en la expresién de genes relacionados con la excitabilidad de las neuronas, el periodo y el
desarrollo neuronal, esenciales para una buena salud mental. Esta investigacién permite identificar nuevos loci de interés relaciona-
dos con la suicidalidad y enfatiza la importancia de incluir el enriquecimiento del contexto biolégico al andlisis post GWAS.

INTRODUCCION

El suicidio es la intencién de quitarse la vida. Cada afo, este
problema de salud publica es responsable de aproximada-
mente 703.000 muertes (OMS, 2021), en su mayoria atribuidas
a los hombres que tienen una mayor tasa de suicidios consu-
mados, mientras que las mujeres tienen una mayor tasa de in-
tentos de suicidio [1]. Desafortunadamente, la suicidalidad (o
tendencia suicida) ha aumentado en los jévenes y fue la terce-

ra causa de muerte en todo el mundo en 2014 [2].

Los rasgos temperamentales de agresividad impulsiva, neuro-

ticismo, abuso en la infancia e introversion también se han im-
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plicado en el riesgo suicida. Sin embargo, es poco probable
que estos factores, por si mismos, puedan explicar el suicidio
[1]. Los componentes de los pensamientos y comportamientos
suicidas, como sentir que no vale la pena vivir o contemplar la
posibilidad de autolesionarse, son relativamente comunes en
la poblacién general, asi como en pacientes afectados por una
variedad de diagnésticos clinicos separados [3]. Por lo tanto, el
diagnoéstico de tendencias suicidas sigue siendo sesgado y
abarca un amplio espectro de rasgos fenotipicos e incluso, ge-
notipicos. De hecho, aquellos individuos que no progresan
desde los pasos previos hacia la muerte pueden ser distintos

biolégicamente de aquellos que si lo hacen [4].

Aunque el suicidio es el resultado de una compleja interaccion
de multiples factores sociales y psicolégicos, la predisposicion
al suicidio es, al menos en parte, genética [3]. Mas del 90% de
los suicidas tenian una enfermedad psiquiétrica reconocible en
el momento de su muerte [5] y el trastorno depresivo mayor
(TDM), el neuroticismo, la inestabilidad del estado de animo y
la esquizofrenia tienen las correlaciones mas fuertes con la sui-
cidalidad [3]. El marco genético de la enfermedad mental y el
intento de suicidio podrian ser similares; sin embargo, la arqui-
tectura genética de las conductas suicidas sigue siendo poco

conocida [6].
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Los primeros estudios de polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) encontraron estadisticas que apoyan las relaciones entre
algunas variantes y un fenotipo especifico, pero la naturaleza
altamente poligénica de los rasgos complejos y los trastornos
comunes, constituye un inmenso desafio para comprender los
mecanismos bioldgicos que vinculan las variantes individuales

con los fenotipos [7].

Estudios genéticos previos indicaron que el intento de suicidio
tiene una arquitectura poligénica [8] y se requiere una nueva
tecnologia de secuenciacién para su estudio. El advenimiento
de los GWAS contribuyé a exponer hallazgos inesperados que
instaron a redefinir el marco de la genética de poblaciones. [9].
Las variantes genéticas seleccionadas en los genes del sistema
serotoninérgico han sido el principal foco histérico de las in-
vestigaciones relacionadas con el suicidio durante las ultimas
décadas, pero en la actualidad la perspectiva poligenética
también esta siendo abordada por el estudio de genes candi-

datos en otros neurosistemas [10].

Los avances recientes en esta area incluyen un GWAS de in-
tentos de suicidio en aproximadamente 50.000 individuos
con y sin trastornos psiquiatricos que identificé algunos loci
sugestivos [3]. Estos estudios han examinado a individuos
con depresion o trastorno bipolar, comparando a los que in-
tentan suicidarse con los que no lo hacen y probando varian-
tes genéticas que podrian contribuir de forma independiente
al intento de suicidio que no tenian suficiente poder para de-
tectarse con los estudios tipicos de SNP [8]. Sin embargo, los
estudios genéticos a gran escala siguen siendo dificiles debi-
do a la necesidad de lograr una colecciéon de muestras sufi-
cientes para tener el poder de identificar asociaciones
genéticas replicables, o para estimar directamente la propor-
cion de heredabilidad contribuida por la variacion genética

comun [6].

Debido a que la mayoria de los resultados de los GWAS se en-
cuentran en regiones no codificantes (como las regiones in-
tergénicas o intronicas), han empezado a surgir nuevas
especies funcionales de ARN (como los IncARN o los circARN).
En los ultimos afos, en paralelo a un mayor conocimiento del
genoma no codificante, nuevos estudios comenzaron a carac-
terizar variantes asociadas a enfermedades localizadas dentro

de regiones de ARN no codificante [9].

Considerando esto, reanalizamos cuatro estudios previos de
asociacion de todo el genoma (GWAS) de intentos de suici-
dio, utilizando un novedoso software para inferir los meca-
nismos moleculares de las variantes genéticas no
codificantes. Hasta donde sabemos, esta investigaciéon es
una de las pocas que descubren nuevos conocimientos so-
bre los procesos bioldégicos descendentes relacionados con

la suicidalidad.

MATERIALES Y METODOS

Recopilacién de datos de estudios de asociacion del geno-
ma completo (GWAS)

Los sujetos de estudio procedian de investigaciones GWAS an-
teriores. Se contactd al autor de correspondencia de cada estu-
dio y nos permitieron utilizar los conjuntos de datos. Primer
articulo "Genetic associations with suicide attempt severity
and genetic overlap with major depression [4]", se realizd con
cohortes de muestra de Yale-Penn de europeos americanos
(EAs, n = 488 afectados y 1,951 controles) y afroamericanos
(AAs, n = 643 afectados y 3,238 controles), en funcién de la gra-

vedad de los intentos de suicidio.

Segundo articulo "GWAS of Suicide Attempt in Psychiatric Di-
sorders and Association With Major Depression Polygenic Risk
Scores [8]", las muestras comprendian 1,622 intentos de suici-
dio y 8,786 no intentos con trastorno depresivo mayor; 3,264
intentos y 5,500 no intentos con trastorno bipolar; y 1,683 in-
tentos y 2,946 no intentos con esquizofrenia. Esta informacion
reside en el Consorcio de Gendmica Psiquidtrica y se realizé

con individuos europeos.

El tercer articulo "Significant shared heritability underlies suicide
attempt and clinically predicted probability of attempting suici-
de [6]" utilizb una encuesta en linea sobre salud mental realizada
por un subconjunto de participantes (n = 157,366) en el Bioban-
co del Reino Unido. Tras un control de calidad, aprovecharon un
conjunto genotipado de participantes no emparentados, de as-
cendencia britdnica blanca, que incluia 2.433 casos y 334.766
controles. Al mismo tiempo, utilizaron los datos de la historia cli-
nica electrénica (HCE) del Centro Médico de la Universidad de
Vanderbilt (VUMC, 2,8 millones de pacientes, 3,250 casos) y el
aprendizaje automatico para derivar probabilidades de intento

de suicidio en 24,546 pacientes genotipados.
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Tabla 1. Resumen de estudios GWAS

Articulo Casos  Controles Poblacion

Levey D. F. et. al. 1,1131 5,189 Europeos
Americanos y Africo-
Americanos

Mullins N et. al. 6,5569 17,232 Europeos
Americanos

Ruderfer DM et. al 5,683 334,776 UK
Biobank/Europeos

Strawbridge RJ et. al 39,265 83,557 UK Biobank

Total 52,648 440,754

Por ultimo, en la investigacién "ldentification of novel genome-
wide associations for suicidality in UK Biobank, genetic correla-
tion with psychiatric disorders and polygenic association with
completed suicide [3]", clasifican las muestras en funcion de los
siguientes criterios: controles "sin suicidalidad" (N = 83,557);
"pensamientos de que no valia la pena vivir" (N = 21,063); "al-
guna vez contemplé autolesionarse” (N = 13,038); "acto de au-
tolesion deliberada en el pasado” (N = 2,498); e "intento de
suicidio previo" (N = 2,666). Esta informacién se resume en la
Tabla 1.

Filtro de calidad del valor p

Obtuvimos 31,233,308 variantes de las estadisticas resumidas
del GWAS. Basandonos en criterios de valor p, seleccionamos
6,492 variantes con un valor significativo entre 1x10x5 y
1x10x8.

INFERNO: inferir los mecanismos moleculares de las va-
riantes genéticas no codificantes

Las variantes seleccionadas se introdujeron en INFERNO (http://
inferno.lisanwanglab.org). En primer lugar, cada variante desta-
cada se amplia en un conjunto de variantes causales putativas
para su posterior examen con el fin de determinar la estructura
LD, utilizando un umbral de correlacién de r2 > 0,7 y datos re-

cogidos del Proyecto 1000 Genomas.

Los usuarios también pueden seleccionar datos de estructura
LD para poblaciones africanas (AFR), asiaticas (ASN) y suda-
mericanas (AMR). Este bloque de entrada LD coincide con
10.000 conjuntos aleatorios de variantes de fondo basados en
la distancia al gen mas cercano, la frecuencia alélica menor y

el niumero de variantes en cada bloque LD etiquetado [11].

Luego, los potenciadores se anotaron con treinta y dos con-
textos de tejidos y tipos de células utilizando FANTOMS5, asi
como los sitios de union de factores de transcripcion (TFBS)
se enriquecieron con la base de datos HOMER. Utilizando el
paquete COLOC R, este software realiza la co-localizacion de
las sefales eQTL analizadas en la base de datos GTEx. Para ca-
da region de etiquetado y tejido GTEX, el script identifica to-
dos los genes probados para eQTL con la variante de
etiquetado. Con la misma base de datos, se identificaron las
dianas de IncRNA y se realizaron dos medidas de correlacion:

Pearsony Spearman [11].

En el paso final, INFERNO proporciona un archivo estadistico
de resumen completo que incluye el alelo de frecuencia me-
nor (MAF) tanto de las variantes de entrada como de fondo, el
valor r2, las distancias a los genes méas cercanos y mas informa-
cion util. El programa prioriza las variantes funcionales dentro
del contexto de enriquecimiento tisular y celular y las organiza
en funcion de su proximidad a cuatro tipos de elementos regu-

ladores no codificantes: eQTL, miARN, TFBS y potenciadores.

Filtro estadistico de base

Tras realizar el andlisis de LD, se seleccionaron los bloques de
variantes con TAG-MAF < 0,1 y r2 > 0,9. Se buscaron los ele-
mentos reguladores y los genes ligados a esos bloques, utili-
(UniProt  https://

www.uniprot.org) y NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

zando dos bases de datos publicas

RESULTADOS

Se encontré una mayor proporcion de TFBS (52%) por encima
de Enhancers (36%) y miRNA elementos reguladores (12%)
cerca de p -valor de las variantes significativas, eQTL no se pu-
do encontrar (Tabla 2). Hemos establecido 23 TFBS, 18 Enhan-
cer y 6 mi-ARN elementos reguladores. A continuacion,
reorganizamos estos elementos reguladores en nueve grupos,
basdndonos en la similitud de las funciones bioldgicas del gen

diana (Figura 1).

Canales de calcio dependientes de voltaje Los iones de calcio
estan implicados en varios procesos celulares humanos, como
la transcripcion, la corticogénesis y la sinaptogénesis [12]. Es-
tos canales median la entrada de iones de calcio en las células

excitables y son esenciales en la liberacion de neurotransmiso-
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Table 2. Lista de potenciadores, TFBS y miRNA.

Articulo Potenciador TFBS mi-RNA
Levey DF et. al CACNATE  ZKSCAN1 TMEM18: miR
CDH18 PER2: miR
Mullines N et. al. PER3 DOC6 ARHGAP32: miR
POU3F2 SLC6A1 SLC6A11: miR
PLPR1 KCNJ6 TMEFF1: miR
NRN1 TMEFF1
ERC2 KCNQ5
CLSTN2 NDE1
NAALAD2
FAM191A1
Ruderfer DM et. al. KCNB2 SIN3A12 KLF16: miR
TCF3
NR2C2
FOXP2
REST
HMGN3
SIN3A
HDAC2
ZEB1
SMARCC1
SMARCB1
BHLHE40
SMARCA4
Strawbridge RJ et. al ~ RIMS1 CBX3
EZH2

Figura 1. Grupo de elementos reguladores agrupados por

funcion bioldgica.
| FUNCIONES |
BIOLOGICAS

anales de potasio Cascada de Diferenciacion
lizacién RET regional familiar
BMP

Canales de calcio
voltaje

Complejo npBAF

neuronal ‘

CACNATE KCNQs DOKé TMEFF1 SMARCCB1

CDH18 KCNJ6 TMEFF: miR SMARCC1

CLSTN2 KCNB2 SMARCA4

BIOLOGICAS
[ [ [ ]
Genes periédicos i iacion y ligraci
(ciclo circadiano) neuronal / neuronal
neuroplasticidad

PER2: miR SLC6A11: miR NR2C3 NDE1

PER3 SLC6A11 NRN1 TMEM18: miR

HDAC1 ZKSCAN1 PLPPR1

HDAC2 HMGN3 POU3F2

PML NAALAD2 PAXS

BHLHE40 ERC2 MEF2C - MEF2A

SIN3 FAM19A1 SIN3A12

EZH2 RIMS1 ZEB1

CBX3 KCNB2R ARHGAP32:miR

REST
KLF16: miR

res y en una variedad de procesos que incluyen la contraccién
muscular). La desregulacién de estos procesos y las alteracio-
nes asociadas en la actividad de los canales de calcio se han re-
lacionado con varios tipos de trastornos neurolégicos, como la

epilepsia, la migrafa y el dolor crénico [13].

Identificamos el gen CACNA1E en el potenciador, mantiene la
plasticidad sindptica, la supervivencia neuronal y el condicio-
namiento del miedo y se expresa en las dendritas. [12]. El papel
de los canales de calcio en la salud mental se ve respaldado
ademas por los hallazgos que muestran que los SNP localiza-
dos en CACNA1C estén relacionados con el desarrollo de otros
trastornos psiquiatricos como el trastorno bipolar, la esquizo-
frenia y la depresién [13]. Algunos pacientes esquizofrénicos
presentan una delecién intergénica entre los genes clasicos
CDH12 y CDH18 [14], lo que sugiere el importante papel de los
genes cadherina en la funcién neuronal. Por ultimo, el gen
CLSTN2 se expresa predominantemente en el cerebro y estd

implicado en el proceso de aprendizaje y memoria.

Canales de potasio / excitabilidad eléctrica de las neuronas
Los canales de potasio (Kv) dependientes de voltaje represen-
tan la clase mas compleja de canales i6nicos dependientes de
voltaje, tanto desde el punto de vista funcional como estructu-
ral. Sus diversas funciones incluyen la regulacién de la libera-
cién de neurotransmisores, el ritmo cardiaco, la secrecién de

insulina y la excitabilidad neuronal.

Poco se sabe sobre qué canales idnicos determinan las propie-
dades eléctricas en reposo de las membranas presinapticas.
Sin embargo, los bloqueadores y activadores cercanos al gen
KCNQ5, que identificamos en el potenciador, podrian interferir
en la despolarizacién o hiperpolarizacion de las terminales
nerviosas, alterando la conductancia en reposo [15]. Ademas,
la conductancia de fondo establecida por los canales KCNQ5,
en concierto con los canales Na+ y HCN, determiné el tamafio
y el curso temporal de la respuesta a estimulos subumbrales.
Asi, los canales i6nicos determinan el potencial de reposo pre-
sindptico y controlan la fuerza sindptica [15]. Otros genes de
interés como KCNJ6 y KCNB2 también estan incluidos en esta

via neuronal.

La cascada de seializaciéon RET

Rearranged during transfection (RET) es un receptor tirosina
quinasa que, en circunstancias normales, interactda con ligan-
dos en la superficie celular y desempena funciones esenciales
en diversos procesos celulares, como la proliferacion, la dife-
renciacién, la supervivencia, la migraciéon y el metabolismo
[16]. RET desempenfa un papel fundamental en el desarrollo de

los sistemas nerviosos periférico y central y permanece expre-
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sado a lo largo de todas las etapas de la vida. Sin embargo, la
activacion fisiolégica dependiente del ligando de los recepto-
res RET es importante para la supervivencia y el mantenimien-
to de varias poblaciones neuronales, el apetito y el control del
aumento de peso [16]. En otras palabras, RET es el receptor-ti-
rosina quinasa para los ligandos de la familia del factor neu-
rotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF) y su
influencia resulta en el reclutamiento y ensamblaje de comple-
jos de proteinas adaptadoras implicadas en la transduccién de
sefales aguas abajo del receptor como DOK6 que en nuestros

datos juega un papel en el potenciador.

El andlisis de expresion revela que DOK6 estd altamente expre-
sado en el desarrollo del sistema nervioso central y se co-ex-
presa con RET en varias localizaciones, incluyendo ganglios

simpaticos, sensoriales y parasimpdticos [16].

En conjunto, estos datos identifican a DOK-6 como una nueva
molécula adaptadora relacionada con DOK-4/5 que in vivo pue-
de estar implicada en la transduccion de sefales que regulan

procesos mediados por RET como la proyeccion axonal [17].

Patrén neuronal de la familia BMP

Este es uno de los datos mas interesantes que obtuvimos. Al
principio, no pudimos encontrar correlaciones relevantes entre
TMEFF1 y trastornos psiquiatricos porque informes anteriores
relacionaban este geny las variantes relacionadas con SNP con

el desarrollo del cancer.

Volviendo al recurso de los datos de andlisis, descubrimos que
este gen se postuld por similitud, lo que significa que INFERNO
utilizé herramientas bioinformaticas y determiné que TMEFF1
es un gen candidato que puede inhibir la sefalizacion NODAL
y BMP durante el patrén neural, debido a la similitud con otro
gen ya encontrado en esta via en otro organismo. Este podria
ser un nuevo enfoque para postular a TMEFF1 como gen de in-

terés, pero es necesario seguir investigando.

Complejo npBAF

Los genes SMARCCB1, SMARCC1 y SMARCAA4 son subunidades
del complejo BAF. Durante el desarrollo del sistema nervioso
de los vertebrados, los progenitores neurales (nPBAF) se divi-
den y migran para crear morfologias y conexiones sinapticas

especificas [18].

Genes del periodo (reloj circadiano)

La alteracion del suefio y del ritmo circadiano (SCRD) es una
caracteristica comun de la esquizofrenia y se asocia con la gra-
vedad de los sintomas y la calidad de vida del paciente [19].
Los estudios de asociacién genética han demostrado que las
mutaciones en varios genes relacionados con el reloj circadia-
no se asocian a un mayor riesgo de esquizofrenia, asi como a
alteraciones en la sefalizacién de la dopamina. De este modo,
la dopamina estd estrechamente vinculada al suefio y al siste-

ma circadiano [19].

Estudios previos de GWAS han asociado mutaciones en genes
del reloj circadiano con un mayor riesgo de esquizofrenia. En-
tre ellos se encuentran los polimorfismos de nucleétido Unico
(SNPs) en CLOCK, PER2, PER3, RORB, y TIMELESS. Respecto a los
genes HDAC1, HDAC2 y PML, pueden estar implicados en la re-
presioén transcripcional de genes circadianos diana, como PER1
y PER2, mediada por CRY1 a través de la desacetilacién de his-
tonas [20]. Ademds, BHLHE40, un represor transcripcional esta
implicado en la regulacién del ritmo circadiano mediante la re-
gulacién negativa de la actividad de los genes del reloj circa-

diano y los genes controlados por el reloj circadiano [21].

Los elementos TFBS estan implicados en la diferenciacion neu-
ronal (SIN3A), la catélisis de importantes complejos circadianos
(EZH2) y el reclutamiento de la metiltransferasa SUV39H1 a los

elementos E-box de los genes circadianos diana (como CBX3).

Diferenciacion y desarrollo/plasticidad neuronal

Este proceso bioldgico ya tiene una elevada carga genética.
Debido a ello, hemos querido centrar este hallazgo en unos
pocos hechos. El complejo MEF2-TFBS reduce la expresion del
gen MEF2 en las neuronas del hipocampo, lo que sugiere que
la activaciéon de este factor restringe el nimero de sinapsis
[22]. Segun Fatjé-Vilas, M., 2016, el gen de la neuritina 1 (NRN1)
estd implicado en procesos de neurodesarrollo y plasticidad
sindptica y su expresion esta regulada por el factor neurotrofi-
co derivado del cerebro (BDNF).

Los resultados sugieren que la variabilidad del NRN1 es un fac-
tor de riesgo compartido tanto para el trastorno del espectro
esquizofrénico como para los trastornos bipolares y que el
NRN1 puede tener un impacto selectivo sobre la edad de inicio

y la inteligencia en el SSD del trastorno de sintomas somaticos.
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Figura 2. Genes candidatos y distribucién en los
cromocomas.
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Por ultimo, comparamos la distribucién de algunos genes de
los que se habia informado anteriormente con los nuevos ha-
llazgos (Figura 2). Se ha informado de evidencias sugerentes
principalmente en los cromosomas 11, 6 y 12 para el transpor-
tador de serotonina SLC6A4, el receptor de serotonina 2A
5HTR2A, la triptofano hidroxilasa TPH1, TPH2, la catecol-o-me-
tiltransferasa COMT, el factor neurotrofico derivado del cerebro
BDNF, el receptor de dopaminaD2 DRD2, y el gen de la hormo-
na liberadora de cortico-trofina 1 CRHR1 [1].

Otra revisién reportd genes relacionados con el canal de pota-
sio (Kv) activado por voltaje KCNIP4, activacién del canal neu-
ronal PRKCE, receptor del factor neurotréfico GFRA1, adhesion
celular neural NCAM1 y mas procesos bioldgicos relacionados
con PAPLN, IL28RA, GDA, ELP3, CTNNA3 y mas genes relacio-
nados [23].

CONCLUSION

De todos los fenotipos psiquiatricos, la suicidalidad sigue sien-
do especialmente dificil de evaluar debido a su condicidn alta-
mente poligénica. Existe una necesidad urgente de
comprender mejor su etiologia. Como se ha visto en los GWAS
de otros trastornos psiquidtricos, se espera que el nimero de
asociaciones genéticas aumente con un gran tamafo de
muestra. Esta investigacion propone una forma diferente de
abordar la comprensién del suicidio, destacando las variantes
que afectan a elementos reguladores que podrian interferir en
la transcripcién normal de genes importantes relacionados

con el comportamiento y las funciones sinapticas.

El uso exponencial de herramientas bioinformaticas y big data
conduciria a nuevas investigaciones en regiones no codifican-
tes que pueden proporcionar conocimientos biolégicos de in-

calculable valor.

Esta investigacion es la primera aproximacion a la compren-
sion de la funcionalidad y el potencial de INFERNO. El volumen
de los datos de salida era significativamente alto, aproximada-
mente 100 MB o mas para cada uno de los cuatro conjuntos de
datos GWAS. Tenemos la limitacién de las herramientas de pro-
cesamiento, por lo que tuvimos que priorizar la informacién
que nos daria mejores resultados, y fue el bloque de variantes
con un MAF menor y un buen valor de correlacién lineal que se
expreso en el tejido cerebral. Sin embargo, reconocemos que
otras variantes de frecuencia media-alta podrian estar poten-
cialmente asociadas con conductas suicidas y deben ser exa-
GWAS de

estadounidenses y britdnicos, mientras que los latinoamerica-

minadas en futuros estudios. Obtuvimos
nos, asidticos y de otros paises europeos estaban subrepresen-

tados.

Disponibilidad de los datos Los datos derivados que apoyan las
conclusiones de este estudio estan disponibles a peticion del

autor correspondiente.
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