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Norepinefrina

Organizacion Mundial de la Salud

Odds ratio

Reaccién en cadena de la polimerasa
Corteza prefrontal

Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa
Research Foundation for Mental Hygiene
Sequence Alignment/Map
Espermidina/espermina-N(1)- acetiltransferasa
Sindrome depresivo mayor

Sorting intolerant from tolerant

Polimorfismo de un solo nucelétido

Tris Acetato EDTA

Secuenciacion de exoma dirigido

Trastorno bipolar

Region no traducible

Variant call format

Variant Effect Predictor

Variant Quality Score Recalibration
Victimas suicidas

Secuenciacion de exoma completo
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min
mL
mM

pb
™

Lista de simbolos

Registrado
Grados Celsius
Microlitro

Micro molar
Menor o igual
Mayor o igual
Porcentaje
Gramo, gramos
Hora, horas
Kilobases
Concentracion Molar
Minuto, minutos
Mililitro
Milimolar

Pares de bases
Segundo
Trade Mark
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Resumen
L.B.G. Antonio Ovalle Carcafio
Titulo: “Identificacién y evaluacion en pacientes con sindrome depresivo mayor, de
variantes gendmicas probablemente asociadas al suicidio obtenidas por

secuenciacion de exoma dirigido.”

Introduccién: En México, las tasas de suicidio incrementan cada afio. Este severo
problema de salud publica es prevenible, sin embargo, para la deteccion de
personas en situacion de riesgo, se utilizan métodos que dependen de informes
subjetivos de los pacientes. Actualmente, el objetivo es desarrollar pruebas basadas
en biomarcadores genéticos que ayuden con la deteccion, prevencion, intervencion
y tratamiento del suicidio. Esta busqueda implica la utilizacion de tecnologias de
siguiente generacion, como la secuenciacion de exoma dirigido. Objetivo:
Identificar y evaluar variantes gendmicas asociadas al suicidio en poblacion
mexicana para su utilizacion como potenciales biomarcadores en pacientes con
sindrome depresivo mayor. Metodologia: : Se realiz6 la secuenciacién de exoma
dirigido mediante un panel personalizado de 33 genes asociados previamente con
el suicidio. Se secuenciaron 96 muestas conformadas por tres grupos: sujetos que
consumaron el suicidio, pacientes psiquiatricos con o sin ideacién y controles fisica
y mentalmente saludables. El analisis de llamado de variantes se hizo mediante las
herramientas bioinformaticas del GATK. A partir de la lista de variantes obtenidas,
se seleccionaron 3 SNP (rs470797, rs1062677 y rs1800869), que fueron
genotipificadas mediante qPCR en pacientes psiquiatricos con y sin ideacién suicida
y en controles sanos. Se realizaron pruebas de X? para comparar las frecuencias
alélicas y genotipicas de los SNP entre los grupos de casos y controles.
Resultados: Se obtuvo un set de datos de alta calidad los cuales contribuyeron a
una alta eficiencia de mapeado de éstas sobre la referencia (MQ > 59). Se
identificaron un total de 1494 variantes buena calidad (1244 SNP y 250 indels) de
las cuales 43.9% no han sido reportadas en las bases de datos. Los genes con
mayor numero de variantes en el grupo de suicidio fueron: SPTBN1, ARHGAPZ26,
MBP, PTK2 y SLC4A4. Los genes con menor numero de variantes fueron CD24,

19



SAT1, APOE, ATP6VOETE e IL6. Los efectos mas predominantes de las variantes
se encuentran enriquecidos en regiones no codificantes. Por su parte, el gen
SPTBN1y RECK fueron los genes mayormente enriquecidos de variantes raras en
los sujetos que consumaron el suicidio, mientras que MBP lo fue en el de ideacion
suicida. Se encontraron 125 variantes exclusivas del grupo de sujetos que
consumaron el suicidio y 83 del grupo de pacientes con sindrome depresivo mayor
con ideacion suicida, de estas ultimas una tercera parte afectan la regulacion del
gen. De estas variantes exclusivas, aproximadamente el 10% afectan el producto
de los genes estudiados. Se obtuvieron polimorfismos y mutaciones de riesgo para
desarrollar ideacion suicida (18) y consumar el suicidio (29). Se obtuvo una tasa
ligeramente elevada de tranversiones por transiciones en el grupo de suicidio
principalmente, lo cual supondria una mayor probabilidad de alteraciones a nivel
regulatorio las cuales se han implicado previamente con la etiologia del suicidio. Por
ultimo, de los tres SNP seleccionados, Gnicamente el SNP rs470797 en el gen MBP
resuitd estar significativamente asociado con el sindrome depresivo mayor con y sin
ideacién suicida (p<0.05). Conclusién: Con base en el bajo nimero de variantes
identififcadas en genes como SAT1, propuesto como un biomarcador top de la
suicidabilidad, se infiere que otro tipo de regulacién pudiese estar influyendo en la
expresion de dichos genes. La alta proporcion de mutaciones con efectos
regulatorios dentro del conjunto de variantes exclusivas podria sugerir un papel
importante de éstas en la modulacién de la expresion de los genes candidatos
estudiados. EI SNP rs470797 podria ser utilizado como un probable biomarcador de
riesgo a presentar sindrome depresivo mayor, sin embargo, hacen falta mas

estudios para determinar si es posible usarlo para predecir el desarrolio de

conductas suicidas en estos pacientes.

Dr. C. Gerard o Padilla Rivas
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Abstract

L.B.G. Antonio Ovalle Carcano

Title: “Identification and evaluation in patients with major depressive syndrome of
genomic variants probably associated with suicide obtained by targeted exome

sequencing."

Introduction: In Mexico, suicide rates increase every year. This severe public health
problem is preventable, however, for the detection of people at risk, methods that
depend on subjective patient reports are used. Currently, the aim is to develop tests
based on genetic biomarkers that supports physicians in the detection, prevention,
intervention, and treatment of patients at risk of suicide. The search for these genetic
factors involves the use of next-generation technologies, such as targeted exome
sequencing. Objective: To identify and evaluate genomic variants associated with
suicide in Mexican population for use as potential biomarkers in patients with major
depressive syndrome. Methodology: A targeted exome was sequenced using a
personalized panel of 33 genes previously associated with suicide. Ninety-six
samples were sequenced, made up of three groups: subjects who completed
suicide, psychiatric patients with or without ideation and physically and mentally
healthy controls. The variant calling analysis was performed using the bioinformatics
tools from GATK. From these variants, three SNP, rs470797, rs1062677 and
rs1800869, were selected and assessed by qPCR and Tagman probes for
genotyping in cases of psychiatric patients with and without suicidal ideation and in
healthy controls. The X2 tests were performed to compare the allele and genotypic
frequencies of the SNPs between the case and control groups. Results: A high
quality data set was obtained which contributed to a high read mapping efficiency
(MQ > 59). A total of 1494 good quality variants were identified (1244 SNP and 250
indels) of which 43.9% have not been reported in the databases. The genes with the
highest number of variants in the suicide group were: SPTBN1, ARHGAP26, MBP,
PTK2 and SLC4A4. The genes with the lowest number of variants were CD24,
SAT1, APOE, ATP6VOE1E and IL6. Non-coding regions and effects were the most
enriched with variants. The most predominant effects of the variants are enriched in
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non-coding regions. Meanwhile, SPTBN1 and RECK showed the highest enrichment
level of rare variants in the cohort of subjects who completed suicide, while MBP
gene was the most enriched gene with rare variants in the cohort of psychiatric
patients with suicidal ideation. Also, we found 125 exclusive variants of the group of
subjects who completed suicide and 83 of the group of patients with major
depressive syndrome with suicidal ideation, of which one third has a regulatory effect
on the gene where they are located. Furthermore, from these exclusive variants,
approximately 10% affect the product of the genes studied. Likewise, polymorphisms
and risk mutations were obtained to develop suicidal ideation (18) and to
consummate suicide (29). In addition to this, a slightly higher rate of transversions
per transitions was obtained in the suicide group mainly, which would imply a higher
probability of regulatory alterations which have been previously involved with the
etiology of suicide. Finally, from the three selected SNPs, only SNP rs470797 in the
MBP gene was found to be significantly associated with major depressive syndrome
with and without suicidal ideation (p<0.05). Conclusion: Based on the low number
of variants identified in genes like SAT1, proposed as a top biomarker of suicidality,
itis inferred that some other type of regulation is influencing the expression of these
genes. The high proportion of mutations with regulatory effects within the set of
exclusive variants could suggest an important role of these in modulating the
expression of the candidate genes studied. The SNP rs470797 could be used as a
potential biomarker of risk to develop major depressive syndrome, however, further
studies are needed to determine if it is possible to use it to predict the development

of suicidal behaviors in these patients.

Dr. C. Ger ndo Padilla Rivas
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1 Introduccion

1.1 Definicién del suicidio.

El suicidio es un fendmeno complejo, relacionado con la interaccion de varios
cambios neurobiolégicos y factores psicosociales. Debido a la confusién de los
distintos aspectos que rodeaban al término suicidio, en 1986 un grupo de trabajo de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié los elementos de una
definicion de dicho concepto (Diekstra & Egrnond, 1989). Estos elementos son: a)
que sea un acto con una consecuencia fatal, b) que sea cometido deliberadamente
por el propio difunto, c) que éste tuviera conocimiento o expectativas de su
desenlace fatal, d) el difunto mediante este acto pretendia producir cambios que
deseaba. El suicidio es un fenotipo complejo debido a sus diversas presentaciones
clinicas y a su amplia comorbilidad (Guintivano et al., 2014). Sin embargo, a pesar
de ser uno de los problemas de mayor impacto en la salud publica debido a su alta
prevalencia en grupos de edad productiva, las estrategias para su deteccion,

tratamiento y prevencién son escasas (Bobes, Giner, & Sainz, 2011).

1.2Epidemiologia mundial del suicidio

Segun la OMS, cada afio se suicidan mas de 804,000 personas, lo que supone una
tasa de mortalidad "global" de 16 por cada 100,000, que corresponde a una muerte
cada 40 segundos. En los ultimos 45 afios las tasas de suicidio han aumentado en
un 60% a nivel mundial. El suicidio es una de las tres primeras causas de defuncion
entre las personas de 15 a 44 afios en varios paises y en 2015, la segunda causa
en el grupo etario de 15 a 29 afios. Estas cifras no incluyen los intentos de suicidio,
qgue son hasta 20 veces mas frecuentes que los casos de suicidio consumado. El
ahorcamiento, las armas de fuego y la ingestidn de plaguicidas son algunos de los
métodos mas habituales de suicidio en todo el mundo (Organizacion Mundial de la
Salud, 2014)

Se estima que a nivel mundial el suicidio supuso el 1.4% de la carga global de
morbilidad en 2012 y que en 2020 representara el 2.4% en los paises con
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economias de mercado y en los antiguos paises socialistas. Aunque
tradicionalmente las mayores tasas de suicidio se han registrado entre los varones
de edad avanzada, las tasas entre los jovenes han ido en aumento hasta el punto
de que ahora estos son el grupo de mayor riesgo en un tercio de los paises
desarrollados y en vias de desarrollo (Organizacion Mundial de la Salud, 2014).

1.3 Epidemiologia del suicidio en México

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México de 1990
al 2015, la tasa se duplicé de 2.2 a 5.2 suicidios por cada 100 mil habitantes. Durante
el 2015 se registraron en el pais 6,285 suicidios, de los cuales 81.7% fueron
consumados por hombres y 18.2% por mujeres, lo que significa que ocurren cuatro
suicidios de hombres por cada suicidio de una mujer (INEGI, 2017).

Con base en la actualizacidon de datos mas reciente que brinda el INEGI, en 2015 la
tasa de suicidios en el estado de Nuevo Ledn se mantuvo constante, registrandose
en promedio un total de 234 muertes en un lapso de 5 afios, lo que representa el
1% del total de fallecimientos reportados en el estado. De estos 234 decesos por
suicidio, el 82% de los casos corresponde a hombres (en promedio 195 muertes al
afno) mientras que el 17% se present6 en mujeres (en promedio 31 muertes al afo)
(INEGI, 2017).

1.4 Factores de riesgo

La comprension de la etiologia de este problema de salud publica es importante,
pero dificil debido a su origen complejo y multifactorial. Aunque la mayor parte de la
conducta suicida se produce en el contexto de un trastorno del estado de animo, no
hay una relacion lineal entre la gravedad del episodio depresivo y la probabilidad de
que el suicidio sea consumado, destacando la importancia de otros factores de
riesgo, ademas de la enfermedad psiquiatrica, como factores demograficos,
psicosociales, enfermedades fisicas, caracteristicas psicologicas y factores
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familiar/genéticos, que tienen diferente impacto personal dependiendo de la
vulnerabilidad o resistencia de los individuos (Pawlak et al., 2016).

1.4.1 Factores psiquiatricos

De acuerdo con las estadisticas, el suicidio tiene una fuerte relaciéon con las
patologias mentales. Las enfermedades con las que se ha relacionado un riesgo
elevado a presentar comportamiento suicida son: depresion mayor, trastorno
bipolar, esquizofrenia, alcoholismo, abuso de sustancias y ansiedad como patologia
primaria o comorbilidad. Si bien es cierto que no todos los pacientes que padecen
alguna enfermedad psiquiatrica desarrollaran comportamiento suicida, se ha
demostrado que padecer una enfermedad de este tipo o tener factores genéticos
predisponentes, aumenta el riesgo suicida en comparacién con la poblacion en
general (Savitz, Cupido, & Ramesar, 2006). Por otro lado, también es importante
aclarar que el riesgo suicida no es necesariamente un sintoma de las enfermedades
psiquiatricas y se basan mas en sintomas especificos o circunstancias

experimentadas por pacientes con dichos padecimientos.

Se estima que cerca del 5% de las personas con esquizofrenia se suicidan y que
mas de la mitad de las personas con este trastorno han considerado la opcion del
suicidio al menos una vez en un punto de su vida (Palmer, Pankratz, & Bostwick,
2005). Otra estadistica relevante con respecto a la relacion suicidio-trastorno
psiquiatrico es que el 90% de las personas que han muerto por suicidio en los
Estados Unidos tuvieron depresion, abuso de sustancias y otras enfermedades
mentales (Radomsky et al., 1999)

En estudios genéticos se sugiere que la heredabilidad especifica de la suicidabilidad
podria estar cerca del 17.4% para los intentos de suicidio y del 36% para la ideacion
suicida (Fu et al., 2002). La ideacion y conducta suicida se co-transmiten junto a
otros trastornos psicopatoldgicos con patrones distintos como la agresién impulsiva
y los trastornos del estado de animo, respectivamente (Brent et al.,1996; Lieb et al.,
2005).
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Con estudios de autopsias psicoldgicas que confirman la presencia de uno o mas
trastornos en al menos un 90% de los decesos por suicidio y que, entre mas
diagndsticos, mayor es el riesgo potencial de quitarse la vida (Bobes et al., 2011).
Es importante agregar que, la gran mayoria de los individuos con trastornos
mentales (mas del 98%) no mueren por suicidio y que hay algunos de estos que

confieren mayor riesgo al suicidio que otros.

Mermas en sistemas bioquimicos como el noradrenérgico y el eje HPA se han
asociado con el desarrollo de una enfermedad mental y un posterior aumento del
riesgo suicida, lo cual se explica como el resultado de un periodo prolongado y
severo del padecimiento de un trastorno psiquiatrico el cual pudo haber agotado al
sistema en turno, en especial al eje HPA del cual hay mayor evidencia (Courtet,
2017).

La nocion que se tiene es que los trastornos psiquiatricos emergen de patrones
anormales de expresidn génica relacionados a cambios en la proteina y los niveles
de metabolitos vinculados a las redes perturbadas que provocan la enfermedad
(Turck, 2008).

1.4.1.1 Sindrome depresivo mayor

Se presenta en otros trastornos psiquiatricos como el trastorno bipolar (TB) y la
depresion mayor (DM). Se manifiesta como un grupo de signos y sintomas
principalmente del tipo afectivo (irritabilidad, tristeza profunda, desesperanza, odio
a si mismo y culpa) y, en menor proporcion, del tipo cognitivo y pérdida de interés,
placer y apetito, ideas de muerte, suicidio e insomnio (Alvarez et al., 2012; Courtet,
2017).
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1.4.1.2 Trastorno depresivo mayor

Hasta el 70% de los sujetos que han intentado el suicidio estuvieron deprimidos al
momento del gesto. En total, 15% de los pacientes que sufren de depresion se
suicidara. Se presenta en todos los grupos de edad, siendo el grupo etario entre los
30-40 el de mayor riesgo. Se diagnostica cuando el paciente, durante al menos 2
semanas, ha presentado 5 de los 9 sintomas que son: decaimiento y fatiga, pérdida
de energia, insomnio, dificultad de concentracién, pérdida del apetito, irritabilidad e
inquietud, sentimiento de culpa y pensamiento negativos. Se atribuye a alteraciones
en los circuitos cortico-estriato-limbicos, metabolismo reducido en la corteza
prefrontal dorso lateral y reduccion del volumen de materia gris en esta region del
cerebro, entre otros endofenotipos (Alvarez et al., 2012; Courtet, 2017; Guest, 2019;
Lubotsky & Ardis, 2020).

1.41.3 Trastorno bipolar

Entre un 25-50% de los pacientes con trastorno bipolar realiza un intento de suicidio.
Se manifiesta como episodios de estados de animo elevados, expansivos o irritables
(mania, hipomania) alternando con episodios de depresion de duracion y grados de
intensidad variable. Resultados de neuroimagen han evidenciado la pérdida de
materia gris en la red cerebral cognitiva cortical, asi como una mayor activacion en
las regiones limbicas ventrales en respuesta a estimulos emocionales (Alvarez et
al., 2012; Courtet, 2017; Guest, 2019; Lubotsky & Ardis, 2020).

1414 Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno complejo caracterizado por tres dominios de
sintomas principales de delirios, alucinaciones y habla y comportamientos
desorganizados, con una edad tipica de inicio en la adolescencia tardia o la edad
adulta temprana. Los pacientes esquizofrénicos tienen un alto riesgo de muerte
prematura en comparacion con la poblacion general y otros trastornos psiquiatricos.
La muerte por suicidio representa la causa mas frecuente de muerte (10-15%). El

riesgo de suicidio de por vida en la esquizofrenia es de aproximadamente el 5%.
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Del 20 al 40% de los pacientes intentaran suicidarse al menos una vez. Los
pacientes con esquizofrenia tienen diferencias en la estructura cerebral, el volumen
cerebral, el metabolismo de la glucosa y el flujo sanguineo en reposo y durante la
realizacion de tareas cognitivas (Courtet, 2017; Guest, 2019; Lubotsky & Ardis,
2020).

1.4.2 Factores psicolégicos

Numerosas caracteristicas y rasgos personales han sido sefalados como
vulnerabilidades que podrian propiciar el desarrollo de CS. En una revision
sistematizada de literatura consistentemente se encontr6 que la
impulsividad/agresividad, la depresidon, la desesperanza, la ansiedad y la
autoconciencia/desconexion social tienen un vinculo con el suicidio. Estas
caracteristicas tienden a empeorar el efecto de factores de riesgo sociales y
psiquiatricos en pacientes individuales (Conner et al. 2001). En pacientes
psiquiatricos con depresion una serie de variables cognitivas que podrian servir
como predictores de ideacién suicida (IS) se determin6 que la desesperanza, auto-
negatividad, polarizaciéon (pensamiento de todo o nada), pobre rendimiento de su
capacidad de resolucion de problemas, bajo nivel de restriccion del campo

perceptual estan asociados con la IS (Hughes & Neimeyer, 2007).

1.4.3 Conducta suicida previa

La ideacidén suicida y la presencia de planificacion aumentan considerablemente el
riesgo de suicidio. Mientras que los intentos previos son el predictor mas fuerte de
riesgo suicida ya que este factor esta presente en un tercio de los suicidios
completados. Autores mencionan que personas con un intento previo tienen entre
40 y 66 veces mas riesgo de suicidio que la poblacion general. Durante los primeros
6 a 12 meses después del intento, el riesgo aumenta entre 20 y 30 veces (Alvarez
et al., 2012; Goni-Sarriés et al. 2018).
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1.4.4 Historia familiar de suicidio

La conducta suicida, aunque es multifactorial, mucho depende del historial de
suicidio dentro de las familias y, no solo de eventos consumados, sino también de
los intentos, asi como de evidencia de trastornos psiquiatricos aumentan el riesgo
de suicidio en personas vulnerables. De acuerdo con diversos estudios, estas
conductas tienen un componente genético que se hereda dentro de familias. Se
reporta la probabilidad de ocurrencia con un odds ratio (OR) de 1.7-10.62 para
familiares de primero o segundo grado, cuando se ajusta por grado de relacion, lo
que indica que factores distales pueden incrementar el riesgo de suicidio (Brent et
al., 1996; Kim et al., 2005; Tidemalm et al. 2011). Otras investigaciones sugieren
que la heredabilidad del suicidio consumado es del 43% cuando se tienen parientes
de primer grado que hayan cometido este acto (Mcguffin et al. 2001). Ademas, se
ha descartado que la conducta suicida sea por imitacion mediante estudios en hijos
adoptivos en donde se ha observado que hay concordancia con el historial de
eventos suicidas entre los miembros de la familia biolégica y no con los adoptivos
(Wender et al., 1986). Por ultimo, estudios en gemelos han revelado que hay una
mayor tasa de concordancia (es decir, que la condicion aparezca en ambos
individuos) para que los gemelos idénticos 0 monocigoticos presenten CS que, en
los gemelos fraternales o dicigoéticos, y que, en estos ultimos, la tasa se asimila mas
a aquella encontrada en estudios con familiares de primer grado (Voracek & Loibl,
2007).

1.4.5 Factores genéticos y biolégicos

Como se expondra a detalle mas adelante, el suicidio corre en familias, es decir,
individuos tienen mayor riesgo de desarrollar CS si algun miembro de ella ha
intentado quitarse la vida o ha consumado el acto (Alec-Roy, 1983). Por estos
hallazgos es que se cree que en este fendmeno hay factores genéticos
involucrados. Reportes indican que la variabilidad en el espectro de conductas que
comprenden este fenotipo es explicada en un 43% por efectos genéticos aditivos
(Mcguffin et al., 2001). La contribucion de factores genéticos aditivos se estima que
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es del 30 al 50% para conductas suicidas que incluyen ideacion, planes e intentos
(Voracek & Loibl, 2007). La heredabilidad del suicidio y las CS parecen estar

determinadas por al menos dos componentes:

1) La predisposicion hereditaria de padecer un trastorno psiquiatrico.
2) La predisposicion hereditaria a la agresidon impulsiva o a otros rasgos de la

personalidad.

Por lo tanto, la concordancia de estos dos factores en un individuo resulta en un
mayor riesgo de presentar CS (Bondy, Buettner, & Zill, 2006). A pesar de que la
busqueda de los genes que predisponen a las CS ha resultado en mas de 100
estudios publicados hasta la fecha, el éxito ha sido parcial, estancandose en un
punto en el que se ha identificado una serie de genes candidatos que, en la practica,
no son concluyentes a la hora de explicar la herencia compleja que se supone a

este tipo de comportamientos (Savitz et al., 2006).

1.5Factores protectores

Los factores protectores de la conducta suicida pueden definirse como condiciones
individuales y medioambientales que promueven la fuerza y capacidad de
recuperacion y aseguran que las personas con vulnerabilidad reciban apoyo y estén
en contacto con otras personas durante momentos dificiles o de crisis, o que reduce
la probabilidad de presentar conductas suicidas. Estos se pueden clasificar en
(Alvarez et al., 2012):

e Personales: autoconfianza, habilidad en la resolucion de conflictos o problemas
y para las relaciones sociales e interpersonales, flexibilidad cognitiva, nivel
educativo medio-alto, actitud y valores positivos y habitos de vida saludable.

e Sociales o medioambientales: apoyo familiar y social, integracién social,
religiosidad, disponer de sistemas de ayuda y recursos y adoptar valores
culturales y tradicionales.
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Los estudios que se centran en los factores protectores y su rol en la reduccion del
riesgo suicida en la infancia y en la adolescencia son menos numerosos en

comparacion con aquellos hechos sobre los factores de riesgo (Stone et al., 2017).

1.6 Definiciones de ideacion y conducta suicida

La conducta suicida es un espectro de acciones y procesos de pensamiento. La
progresion del riesgo potencial aumenta conforme con la severidad de las
conductas, las cuales van desde ideas de muerte hasta la consumacion del suicidio
(Courtert, 2017).

La ideacion suicida (IS) es la consideracion del suicidio, es decir, una preocupacion
sobre éste que sobrepasa lo normal. Es la primera manifestacion que se puede
identificar en el proceso suicida de un sujeto y razon por la cual éste debe estar bajo
vigilancia ya que en el futuro proximo podria intentar el suicidio. Mientras tanto, el
intento suicida es la conducta de un individuo que trata de causarse dafio a si
mismo, con la intencién deliberada y consciente de morir como resultado de tal
conducta (Hidalgo-Rasmussen & Hidalgo-San Martin, 2009; Jacobs et al., 2010;
Posner et al., 2010; Stone et al., 2017).

Otras conductas relacionadas al suicidio son:

= Comunicacion suicida: acto verbal o no verbal que se puede definir como una
amenaza de suicidio (posible comportamiento suicida en el futuro cercano) o
como un plan de suicidio (proposicidon de un método para una posible
conducta suicida).

= |Intento interrumpido: cuando en medio de la ejecucion del acto suicida por
parte de un sujeto, éste es detenido por algo o alguien.

= Suicidio abortado: cuando una persona comienza los preparativos para
terminar con su vida, pero se detiene por su propia cuenta.

= Suicidio completado: acto intencionado de autolesion que provoca la muerte

al sujeto.
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= Planeacion suicida: formulacion del método especifico mediante el cual uno
tiene la intencién de morir.

= Gesto suicida: acciones con o sin intenciéon de morir que pueden llevar a la
muerte.

= Expresion suicida: acciones y expresiones sobre la propia muerte.

1.7 Evaluacién de riesgo suicida.

La estimacidon del riesgo de suicidio es un proceso complejo debido a la propia
naturaleza de la conducta suicida y las dificultades metodoldgicas que subyacen a
su investigacion, sin embargo, es una parte fundamental en el manejo y la
prevencion de la conducta suicida, tanto en atencion primaria como en atencion
especializada. Las dos herramientas basicas para la evaluacion del riesgo de
suicidio son la entrevista clinica y las escalas de evaluacion, las cuales son un

complemento o apoyo para el juicio clinico (Alvarez et al., 2012).

1.7.1 Entrevista clinica

La entrevista clinica es el instrumento esencial en la valoracién del riesgo suicidio.

Estas suponen el inicio de la interaccién paciente — profesional, por lo que puede

jugar un rol importante en la reduccion del riesgo suicida. Durante esta entrevista,

ademas de realizarse una evaluacion psicopatologica, deben recolectarse variables

sociodemograficas y aquellos factores de riesgo y protectores que permitan un

abordaje integral del riesgo suicida. Una adecuada evaluacion psicopatoldgica y

social debe incluir (Alvarez et al., 2012).

e Evaluacion de los factores psicologicos y contextuales que expliquen por qué ha
tenido lugar una conducta suicida (antecedentes).

e Las caracteristicas de la conducta suicida, con las que se busca identificar los
elementos que podrian predecir su repeticion.

Las entrevistas estructuradas de diagndéstico en psiquiatria han resuelto el problema
de la varianza en la obtencion de la informacion y ello ha facilitado la
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reproducibilidad de los hallazgos cientificos. El resultado de la aplicacion de estas
entrevistas estructuradas debe ser el diagnostico clinico confiable, es decir que
detecten de forma adecuada a los sujetos que portan un trastorno (Apisquian,
Fresan, & Nicolini, 2000).

1.7.2 Escalas de evaluacion

Son instrumentos psicométricos disefiados para evaluar el riesgo de suicidio que
suelen basarse en la valoracion directa de ideas/conductas suicidas y factores de
riesgo, en sintomas o sindromes asociados al suicidio, como la desesperanza, la

depresidn, etc. Son complementarios a los instrumentos abordados anteriormente.

Actualmente, la Agencia de Medicamentos y Alimentacion (FDA) promueve el uso
de un cuestionario de cribado para las diferentes categorias de conductas suicidas
en todos los ensayos clinicos: Escala de Gravedad de Suicidio de Columbia (C-
SSRS). Esta escala examina las caracteristicas esenciales de los pensamientos
suicidas: su frecuencia y duracién, el dominio sobre los pensamientos, existencia
de impedimentos y supuesto proposito de un acto potencial. Puede predecir la
ocurrencia de un intento de suicidio en pacientes adolescentes y adultos. Fue
desarrollado para distinguir los dominios de ideacion suicida, comportamiento auto
lesivo suicida y no suicida, diferenciar los tipos de pensamientos y comportamientos
y proporcionar definiciones estandar y preguntas sugeridas para guiar la evaluacion
(Courtet, 2017).

La escala de desesperanza de Beck (Beck Hopelessness Scale) fue disefiada para
medir la gravedad del pesimismo personal y las expectativas negativas hacia el
futuro a corto y largo plazo. La desesperanza es un factor de riesgo ampliamente
asociado con la conducta suicida y un blanco de los tratamientos actuales. Este
cuestionario consta de 20 preguntas de verdadero o falso. Cada respuesta es
puntuada en 0 o 1, por lo que el rango de puntuacién oscila de 0 a 20. Puntajes
iguales o mayores a 9 indicarian riesgo de suicidio (Alvarez et al., 2012).
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1.8 Medicina personalizada hacia la prevencion del suicidio y las
enfermedades psiquiatricas.

La prevencion del suicidio comienza con la deteccidén de las personas en situacion
de riesgo. Hasta nuestros dias, esto se basa en los informes subjetivos de las
personas en situacion de riesgo a quienes se les pregunta directamente. Ademas,
las personas en situacion de riesgo a menudo no comparten sus intenciones o ideas
con otros por temor al estigma, a la hospitalizacion o que sus planes sean
frustrados. Dichos enfoques son insuficientes y estan atrasados en comparacion de
los utilizados en otras especialidades médicas, ya que carecen de precision,
objetividad y capacidad predictiva. Marcadores objetivos y cuantificables permitirian
evaluacion mas precisa, rastreabilidad y prediccion del riesgo suicida lo cual haria
posibles intervenciones terapéuticas preventivas. Por estas razones, el hallazgo de
biomarcadores objetivos asociados al suicidio podria ayudar a predecir cuales de
las personas en situacion de riesgo, van a intentar el suicidio. Las pruebas
biolégicas podrian aumentar sustancialmente la especificidad y sensibilidad de los
modelos de prediccion de suicidio y mejorar las estrategias de evaluacion y gestion
de riesgos. En efecto, la identificacion de biomarcadores fiables y el desarrollo de
modelos predictivos del suicidio, mediante la combinacion de biomarcadores, los
datos clinicos y neuropsicologicos tendran implicaciones para la evaluacion clinica,

intervencion y tratamiento (Le-Niculescu et al., 2013; Niculescu et al., 2017).

La necesidad de categorizar y validar biomarcadores ha crecido al punto de
posibilitar a los médicos la asignacion de tratamientos especificos a un paciente e
incrementar la probabilidad de un resultado 6ptimo y personalizado. La meta de la
medicina personalizada en psiquiatria seria la caracterizacion de la variabilidad de
los pacientes mediante genotipificacion lo cual podria guiarnos a tratamientos para
fenotipos especificos y asi reducir efectos secundarios o permitir la deteccion de

una sefal de eficacia rapidamente sin toxicidad potencial (Guest, 2019).
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1.9Busqueda de biomarcadores asociados al suicidio

Un biomarcador se define como una caracteristica que es objetivamente medible y
evaluada como un indicador de procesos biolégicos normales, procesos
patogénicos o una respuesta farmacolégica a una intervencion terapéutica. Se
menciona que puede ser cualquier sustancia, estructura, proceso o productos de
éste que sean cuantificables en el cuerpo, y que su influencia o prediccidén acerca
de la incidencia del resultado o la enfermedad. Las metas de las aplicaciones de los
biomarcadores en psiquiatria son: diagndstico, prondstico, prediccion y evaluacion
de la respuesta al tratamiento, la prevencion de reacciones adversas a farmacos,
clasificacion en categorias dentro del diagndstico y la prediccion de efectos de
intervencién. También, podrian definir: la etapa en la que se encuentra un trastorno
psiquiatrico, el riesgo a vulnerabilidad a través de las etapas, progresion de un
sindrome y de epifendbmenos (Guest, 2019). Aunque el suicidio no sea una
enfermedad psiquiatrica como tal, gran porcentaje de los casos de muertes por esta
causa suceden en el marco de una de estas patologias.

1.9.1 Biomarcadores bioquimicos

Los biomarcadores bioquimicos mas relevantes para estimar el riesgo de suicidio
son: la ausencia de supresion en la prueba de supresion con dexametasona (DST)
reflejando disfuncion del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), un marcador
de la respuesta de estrés agudo y concentraciones reducidas del principal
metabolito de la serotonina, el acido 5-hidroxiindol acético (5-HIAA) en el liquido
cefalorraquideo (LCR), como un marcador de la diatesis (Courtet, 2017).

1.9.2 Biomarcadores genéticos

La genotipificacion permite determinar variaciones genéticas entre individuos en
una poblacién. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son el tipo mas
comun de variacidon genética. Estos cambios en el genotipo pueden conferir
resultados fenotipicos positivos o negativos, por ello los SNP son a menudo
marcadores utiles para comprender la biologia de los organismos (Helyar et al.,
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2011). Los SNP se han convertido en los marcadores de eleccion para el mapeo de
enlace y desequilibrio de ligamiento (LD) debido a su alta abundancia, bajas tasas
de mutacion y la susceptibilidad al analisis de alto rendimiento. Los SNP son
marcadores adecuados para la tipificacion de alto rendimiento automatizada
mediante tecnologias como microarreglos y secuenciacion de nueva generacion
(NGS) (Chen et al. 2014).

1.10 Genes candidatos con probable asociacion al suicidio.

Entre los genes candidatos propuestos en los distintos estudios de asociacion se
encuentran genes que codifican proteinas involucradas en la regulacion del estado
de animo del individuo y relacionadas directamente con sintomas de depresion,

ademas de sus moléculas transportadoras, receptores, entre otros.

Niculescu y colaboradores (2013), aplicando un enfoque de Gendmica Funcional
Convergente (CFG, por sus siglas en inglés), determinaron que genes relacionados
al estrés, inflamacion, apoptosis y a las vias de sefalizacion del DHA (acido
docosahexaenoico) podrian estar asociados con la suicidabilidad. CFG es un
enfoque combinado de gran alcance para eliminar la sefal de ruido en los estudios
genéticos y de expresion de genes. La CFG integra y traduce varias lineas
independientes de evidencia genética y datos gendmicos funcionales, a partir de
estudios en humanos y modelos animales, como una estrategia bayesiana para
identificar y priorizar los resultados. El puntaje que recibe cada tipo de evidencia
existente para un cierto gen candidato a biomarcador del suicidio se representa en
la figura 1. Esto reduce los falsos positivos y falsos negativos inherentes a cada
enfoque individual. La metodologia CFG ya se ha aplicado con cierto éxito para
ayudar a identificar y priorizar los genes candidatos, las vias y los mecanismos de
algunos trastornos neuropsiquiatricos, asi como el descubrimiento de

biomarcadores en la sangre para trastornos del estado de animo.
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Expresion diferencial en
sangre de pacientes con
IS vs sin IS
(6 pts.)
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(2 pts) (4 pts.)

Figura 1. Gendémica funcional convergente. Enfoque utilizado para la
identificacion y priorizacion de genes candidatos asociados al suicidio con base en
evidencia genética humana, evidencia de expresion diferencial en sangre de

pacientes con o sin ideacion suicida y evidencia en tejido cerebral post mortem.

1.11 Secuenciacion de exoma en el estudio de enfermedades psiquiatricas y
neurolégicas.
Las contribuciones de los biomarcadores genéticos en el suicidio y en trastornos
psiquiatricos pueden ser examinados mediante dos tecnologias de genotipificacion
que han ganado terreno en la presente década: la secuenciacion de genoma
completo y secuenciacion de exoma. La secuenciacion de exoma consiste en
secuenciar selectivamente los nucledétidos de exones que codifican proteinas en un
individuo y ha sido introducida como un enfoque alternativo y eficiente para el
estudio de enfermedades mendelianas y enfermedades comunes. Proyectos con
dicha tecnologia estan siendo desarrollados como intento para elucidar el espectro
completo de las variaciones genéticas humanas como base para investigar la

relacion entre genotipo y fenotipo (Warr et al., 2015).

En el presente trabajo se hizo uso de una variante de la secuenciacion de exoma
completo (WES) la cual es llamada secuenciacion de exoma dirigido (TES) que se
basa en la introduccion de un paso de enriquecimiento donde genes especificos o
regiones estan selectivamente amplificadas usando paneles de genes en una

simple reaccién de PCR. TES logra una profundidad de la cobertura de hasta 5,000
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veces comparada con la cobertura de 100 veces que alcanza WES, lo cual posibilita
la identificacidn de variantes de baja frecuencia asociadas con una enfermedad en
particular. Las variantes raras solo pueden ser descubiertas a través de
secuenciacion de genoma y exoma completo o estudios basados en la familia
(Courtet, 2017).

Se ha utilizado WES en estudios de busqueda de genes de riesgo para
enfermedades como el trastorno del espectro autista y esquizofrenia; en estos se
encontraron variantes de novo potencialmente disruptivas de la funcién de la
proteina y severos efectos sobre el neurodesarrollo (Satterstrom et al., 2020; B. Xu
et al., 2011). También se ha reportado que con el empleo de WES para el estudio
de genes de riesgo del trastorno bipolar en los cuales se lograron encontrar
variantes nuevas (Kato, 2015; Schreiber, Dorschner, & Tsuang, 2013).

De igual manera, se ha puesto en practica en el estudio de cancer de prostata en
donde se han encontrado mutaciones somaticas puntuales y alteraciones en el
numero de copias en genes supresores de tumor y oncogenes (Lonigro et al., 2011).
Por su parte, TES ha sido utilizado para busqueda de variante somaticas disruptivas
en genes supresores de tumores mismas que sugieren regulacion aberrante de la

cromatina (Duns et al., 2012).

38



2 Justificacion

El suicidio es un grave problema de salud publica, sin embargo, es prevenible
mediante intervenciones oportunas. El primer paso para la prevencién del suicidio
es la deteccion de las personas en situacion de riesgo. Esto no es una tarea facil y
hasta ahora se basa en los informes subjetivos de dichas personas obtenidos a
través de entrevistas clinicas y escalas de evaluacion. Sin embargo, ellas a menudo
no dan a conocer sus ideas o pensamientos suicidas por temor al estigma, a ser

hospitalizados o0 a que sus planes sean frustrados.

Debido a lo anterior y a que las estadisticas nacionales sefialan un aumento en las
tasas de suicidio anuales sobretodo en la poblacién en edad productiva, el hallazgo
de biomarcadores asociados al suicidio podria ayudar a predecir cuales de las
personas en situacion de riesgo, con el tiempo van a intentar suicidarse. La
identificacion de biomarcadores fiables y el desarrollo de modelos mas precisos
para la prediccién del suicidio, probablemente mediante la combinacién de
biomarcadores, los datos clinicos y neuropsicologicos seran esenciales para la
deteccion temprana, evaluacion clinica, intervencion, tratamiento y prevencion del

suicidio.
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MEXICO

GOBIERNO DE LA REPUBLICA

s CONACYT

Este trabajo de tesis pertenece al proyecto titulado: “Identificacion de biomarcadores

genomicos asociados al suicidio” aprobado por CONACyT en la convocatoria de

Atencion a Problemas Nacionales 2017 con numero de registro 5012.

En este proyecto se esta realizando un abordaje multidisciplinario donde se realiza
una busqueda de biomarcadores en areas como la farmacogendmica, epigenética,

imagenologia, metabolitos séricos, microARN y ARNInc, entre otros.

En esta tesis de maestria nos enfocamos en la identificacion de variantes
genomicas en genes descritos anteriormente con asociacioén al suicidio mediante
tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion y herramientas

bioinformaticas.
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3 Hipoétesis de trabajo

La combinacion de algunas de las variantes gendmicas que muestran asociacion
con el suicidio en los 33 genes de estudio son potenciales biomarcadores para
detectar la conducta suicida en pacientes mexicanos con sindrome depresivo

mayor.
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4 Obijetivos

4.1 Objetivo general

Identificar y evaluar variantes gendmicas asociadas al suicidio en poblacion
mexicana para su utilizacion como potenciales biomarcadores en pacientes con

Sindrome Depresivo Mayor.

4.2 Objetivos especificos

1.- Realizar el control de calidad de la secuenciacion y el mapeado de las lecturas
a partir de un genoma de referencia.

2.- Identificar las variantes gendmicas probablemente asociadas al suicidio.

3.- Evaluar en pacientes con Sindrome Depresivo Mayor las variantes
seleccionadas a partir de la lista de variantes identificadas en el objetivo 2.
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5 Diseio experimental

5.1 Estrategia general

Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la
UANL, con la clave BI18-00002 (Anexo 1). Para nuestro grupo de estudio se
utilizaron muestras ADN genomico de una coleccion histérica proveniente de
personas que consumaron el suicidio (grupo 1), proporcionada por el Departamento
de Medicina Forense del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez. Estas
muestras no requirieron de la firma de un consentimiento informado pues son parte

de una coleccidn historica.

Por otro lado, se invitd a participar a pacientes con sindrome depresivo mayor
ideacion suicida (grupo 2), asi como sujetos controles fisicamente saludables sin
antecedentes de enfermedades psiquiatricas ni ideacién suicida (grupo 3). Cada
uno de los participantes leyeron y firmaron la carta de consentimiento informado,
contestaron una hoja de recoleccion de datos, asi como tres escalas psiquiatricas:
1) el Inventario de Depresidn de Beck, 2) la escala de Columbia para evaluar la
seriedad de la ideacion suicida (C-SSRS) y 3) la escala de Informacién Funcional
Convergente para el suicidio (CFI-S). A cada uno de los participantes se le tomo
una muestra de sangre venosa periférica y se realizd la extraccion de ADN
genomico a partir de ellas.

Previo a este proyecto de tesis, se realizd la secuenciacion de exoma dirigido de 33
genes en 96 muestras de ADN gendmico de los tres grupos anteriormente
mencionados. Los datos generados de la secuenciacion fueron sometidos a analisis
bioinformaticos para el control de calidad de las secuencias. Posteriormente, se
llevé a cabo la identificacion de las variantes gendmicas. De la lista de variantes
resultante se seleccionaron 5 con base en criterios como la calidad de
genotipificado, el valor predictivo de alteracion de la funcionalidad de obtenidos
mediante herramientas como SIFT y PolyPhen 2, asi como la frecuencia del alelo
menor (MAF) de la variante en cuestion. Después, dichas variantes fueron validadas
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mediante secuenciacion de Sanger por electroforesis capilar en las muestras del
grupo 1 donde se encontr6 la variante en cuestion. Finalmente, las variantes ya
validadas fueron evaluadas mediante PCR tiempo real en los grupos 2 y 3. Se
hicieron los analisis de proporciones correspondientes mediante SPSS.

Objetivo 1 Objetivo 2 Objetivo 3

rr—r——— 3 variantes
seleccionadas

 —
=

‘ ‘ Evaluacién

Control de calidad

Alineamiento y
W ETEL )

Limpieza de
secuencias

Llamado de
variantes

Anotacién

Anotacién funcional "
Tesis

3 variantes

gatk ‘ seleccionadas

Figura 2. Estrategia general. Comprendi6 las etapas de control de calidad de los
datos crudos, mapeado de las lecturas contra un genoma de referencia (objetivo 1);
identificacion y seleccion de las variantes gendmicas mediante el analisis
bioinformatico (objetivo 2) y, por ultimo, la evaluacion de dichas variantes en
pacientes con Sindrome depresivo mayor con o sin ideacion suicida mediante PCR
tiempo real (objetivo 3).
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5.2Diseno del experimento

La presente investigacion es un estudio de casos y controles, transversal y

observacional.

5.3Financiamiento

El presente proyecto esta dentro de un protocolo que ya ha sido sometido y
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon, con la clave BI18-00002 y fue financiado por fondos del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) para Atencion a Problemas

Nacionales con el numero de registro: 5012.

5.4Lugar de trabajo

El desarrollo experimental del proyecto tuvo como sede el Laboratorio de Gendmica
y Bioinformatica, perteneciente al Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular de la Facultad de Medicina de la UANL, asi como en la Unidad de
Terapias Experimentales y Unidad de Gendmica del Centro de Investigacion y

Desarrollo en Ciencias de la Salud, UANL.

5.5Muestras del estudio

Para este estudio se utilizaron muestras divididas en tres grupos:
= Grupo 1: ADN genomico de personas que consumaron el suicidio que
provinieron del archivo historico de tejido del Departamento de Medicina
Forense del Hospital Universitario ‘Dr. José Eleuterio Gonzalez'.
Se emplearon también muestras de ADN gendmico proveniente de sangre periférica
de pacientes y controles:
= Grupo 2: pacientes diagnosticados con sindrome depresivo mayor e
ideacion suicida los cuales fueron evaluados por un psiquiatra.
= Grupo 3: controles fisicamente saludables que no tengan diagndstico de

algun trastorno psiquiatrico y que no presenten ideacion suicida.
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A cada participante, tanto paciente como control, se le dio informacion detallada
oral y escrita acerca del protocolo. Si accedian a participar, los sujetos firmaron de
manera voluntaria la carta de Consentimiento informado (Anexo 2) para

posteriormente realizar la toma de muestra de sangre periférica.

En adicion a esto, se obtuvieron los datos demograficos, antecedentes médicos e
historial psiquiatrico familiar mediante la hoja de recoleccién de datos (Anexo 3).
Ademas, a cada participante les fue realizada una evaluacion del riesgo suicida y
depresion haciendo uso de tres escalas: C-SSRS (Anexo 4), que es utilizada para
evaluar si los individuos presentan ideacion suicida, el IDB (Anexo 5), el cual sirve
para examinar el grado de depresidon que presenta el sujeto y la escala de
Informacion Funcional Convergente para el suicidio de Niculescu y colaboradores
(Anexo 6), que sirve para valorar los factores que podrian causar intentos suicidas
tal como salud mental, fisica y ambiental, riesgos culturales, edad y género.

5.5.1 Criterios de inclusion para los grupos de sujetos que consumaron el
suicidio, pacientes con sindrome depresivo mayor y controles.

Tabla 1. Criterios de inclusion para los grupos de sujetos que consumaron el
suicidio, pacientes con sindrome depresivo mayor y controles.

e Sujetos cuya causa del fallecimiento haya sido el

suicidio.
e Contar con biopsia de tejido en archivo histérico
Sujetos que consumaron el del Departamento de Medicina Forense del
suicidio Hospital Universitario.
e Contar con los datos de género, edad y métodos
de suicidio.
Pacientes con sindrome e Mayor de 18 afios.
depresivo mayor con o sin e Fisicamente saludable.
ideacion suicida. e Valorado por un psiquiatra que dictamine que

tiene ideacion suicida.
e Mayor de 18 afios.
e Fisicamente saludable.
Controles e No padece de algun trastorno psiquiatrico.
e No presenta ideacion suicida.
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5.5.1 Criterios de exclusion para los grupos de sujetos que
consumaron el suicidio, pacientes con sindrome depresivo
mayor y controles.

Tabla 2. Criterios de exclusion para los grupos de sujetos que consumaron el
suicidio, pacientes con sindrome depresivo mayor y controles.

Sujetos que consumaron el e Haber fallecido por otra causa que no sea

suicidio suicidio.

e No esta fisicamente saludable.

e Que el psiquiatra haya dictaminado que no

Pacientes con sindrome presenta ideacion suicida.
depresivo mayor con o sin e Si presenta infeccion por VIH, hepatitis B,
ideacion suicida. infecciones bacterianas o virales no controladas.

e Incapacidad de dar su consentimiento.

¢ No esta fisicamente saludable.

Controles e Presenta ideacion suicida.

e Incapacidad de dar su consentimiento.

5.5.2 Criterios de eliminacién para los grupos de sujetos que consumaron el
suicidio, pacientes con sindrome depresivo mayor y controles.

Se eliminaron aquellas muestras con mala calidad o cantidad insuficiente de ADN

para realizar los analisis correspondientes.
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6 Materiales
6.1 Material biolégico

= Biopsias de tejido de sujetos que consumaron el suicidio, provenientes de
una coleccion historica del Departamento de Medicina Forense del hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

= Muestras de sangre venosa periférica de pacientes diagnosticados con
sindrome depresivo mayor e ideacion suicida que fueron recolectada por el
Dr. José Alfonso Ontiveros Sanchez de la Barquera.

= Muestras de sangre venosa periférica de sujetos controles los cuales fueron
recolectados en la Unidad de Terapias Experimentales del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS), UANL.

6.2 Material de laboratorio

o Agujas negras para toma multiple 22Gx38mm.

o Espatula.

o Gradillas.

o Matraz Erlenmeyer 250 ml.

o Microtubos de 2 mL.

o Microtubos de 1.5 mL.

o Microtubos de 0.6 mL.

o Microtubos de 0.2 mL.

o Micropipetas automaticas de 10-1,000 pL.

o Micropipetas automaticas de 20-200 L.

o Micropipetas automaticas de 2-20 L.

o Micropipetas automaticas de 0.2-2 L.

o Micropipetas automaticas de 0.1-2 L.

o Placas de 96 pocillos.

o Placa para reaccién optica de 96 pocillos Applied Biosystems MicroAmp Fast
con codigo de barras.

o Probetas de 100 mL.
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Puntillas estériles desechables para micropipeta de 100-1000 pL.

Puntillas estériles desechables para micropipeta de 20-200 pL.

Puntillas estériles desechables para micropipeta de 2-20 L.

Puntillas estériles desechables para micropipeta de 1-10 L.

Torniquete.

Torundas.

Tiras de 8 tubos de PCR de 0.2 mL.

Tubos de plastico tapon color lila 4 mL para toma de muestra sanguinea
(EDTA-K2) 13X75 mm.

Tubos de plastico tapdn color rojo 6 mL para toma de muestra sanguinea con
activador de coagulo 13X100 mm.

Tubos estériles de 50 mL para centrifuga.

La secuenciacion de exoma dirigido del panel de 33 genes fue realizada como el
servicio externo LANGEBIO.

6.3 Reactivos

©)

Agua destilada.

Solucién tampon de lisis TSNT (Tritén X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris
HCI pH 8 10mM, EDTA pH8 1mM).

Solucion tampon TAE 1X (40mM Tris-acetato, TmM EDTA pH 8).
Solucion Sevag (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1).

Buffer TE 1X (EDTA 100mM y Tris HCI 1M).

Etanol 100%, grado biologia molecular.

Etanol 70%.

GoTaq Master Mix 2X.

Primers B-globina (forward y reverse) 5mM.

Agarosa LE, grado biologia molecular.

TAE 1X (40mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8).

Bromuro de etidio (10 mg/mL).

Jugo azul 3X.
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Sondas Tagman SNP Genotyping Assays (20X).

Tagman Universal Master Mix 1l 20X.

Primers predisefiados de la casa comercial Thermo Fisher.
GelRed (Biotium).

InnuSTAR1kb DNA Ladder Express.

La secuenciacion de exoma dirigido del panel de 33 genes fue realizada como un

servicio externo y se utilizaron los siguientes reactivos:

Etanol absoluto, grado biologia molecular.

Esferas paramagnéticas de inmovilizacion reversible en fase sodlida

(Agencourt Ampure XP).

Panel Ampliseq Sample ID (lllumina).

Agua libre de nucleasas.

Estuche comercial de ensayo Quant-iT PicoGreen dsDNA.
Hidréxido de sodio (NaOH), grado biologia molecular.
Tris-HCI, pH 7.0.

Estuche comercial AmpliSeq Library PLUS de 96 reacciones (lllumina).

Panel personalizado de DNA AmpliSeq (pool de primers 1y 2) (lllumina).

indices (96) AmpliSeq CD set A para 96 muestras.
Lib Amp Mix 1X.

Primers Library Amp 10X.

Ligasa de ADN.

HiFi Mix AmpliSeq 5X.

Reactivo FuPa.

Low TE.

Solucién Switch.

6.4Equipos

Thermomixer R, 2 mL (Eppendorf).
Centrifuga Sorvall ST 16R (Thermo Fisher).
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Vortex Mixer Corning™ LSE™.

Espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
Termociclador Veriti, 96 pocillos (Applied Biosystems).

Cabina para PCR MY-PCR Prep Station (Mystaire).

Cabina para PCR UV (Ultra Violet Product™).

Camara de electroforesis Owl™ EasyCast™B2 (Thermo Scientific).
Fuente de poder EC 300 XL (Thermo Fisher Scientific).

Termociclador para PCR tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystems).

Balanza analitica Adventurer™ SL (Ohaus).
Microcentrifuga Digital Spectrafuge™24D, Labnet International.
Transiluminador UV, Mini Darkroom UVP.

Fotodocumentador.

Programas computacionales

Genome Analysis Tool Kit (version 4.2.0.0).
Software IBM SPSS Statistics 24.

StepOnePlus Software version 2.1 (Applied Biosystems).
Nanodrop 2000 software (Thermo Fisher Scientific).
QUALIMAP (version 2.2.1)

DNAstar Lasergene.

FASTQC (version 0.11.9).

Trimmomatic (version 0.39).

SAMtools (version 1.6).

SnpEff (version 4.3T).

Variant Effect Predictor (Ensembl).

Primer analysis software Oligo version 7.0.
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7 Métodos

7.1 0Obtencion de las muestras

Las muestras de ADN de sujetos que consumaron el suicidio se obtuvieron del
archivo histérico del Departamento de Medicina Forense. Mientras que a cada uno
de los participantes del grupo 2 y 3 se le tom6 una muestra de sangre venosa
periférica de 8 mL por venopuncién y se colectd en dos tubos con EDTA-K>, se
separo el plasma en un tiempo maximo de 24 horas después de la toma de la sangre
periférica mediante centrifugacion a 3200 rpm por 10 minutos; el suero fue
desechado. Cada muestra se codifico de acuerdo con el control interno del

laboratorio del laboratorio de Gendmica y Bioinformatica.

7.2 Aplicacion de escalas para la evaluacién psiquiatrica.

Las tres escalas fueron aplicadas por miembros del laboratorio de Gendmica y
Bioinformatica del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad
de Medicina (UANL) que completaron exitosamente el entrenamiento ‘RFMH-
A00O4a’ ofrecido por la RFMH (Research Foundation for Mental Hygiene) que los
capacita para esta practica. Un miembro del equipo de trabajo y el paciente fueron
colocados en una habitacion con condiciones adecuadas para que el sujeto control

conteste apropiadamente a los cuestionamientos incluidos en estas escalas.

7.3 Muestras de la coleccion historica

La coleccion de muestras de ADN gendmico fue proporcionada en forma de
alicuotas (dos por cada muestra) contenidas en microtubos de 2 mL a una
concentracion de 50 ng/ml, diluidos en agua libre de nucleasas con un volumen de
50 a 100 uL. De acuerdo con el Departamento Medicina Forense, el material
genético fue obtenido a partir de tejido de VS. Las muestras fueron almacenadas a
-20°C.
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Cada muestra fue codificada de acuerdo con el control interno del laboratorio del
Departamento de Medicina Forense del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio
Gonzalez, y como control interno del Laboratorio de Genomica y Bioinformatica, se
les asigno y etiquetd con una clave (SC1-SC250).

7.4Muestras de los pacientes del grupo control y de pacientes

Para realizar la extraccion de ADN gendmico de las muestras de sangre periférica

se siguio el siguiente protocolo (Ansbel, 2003).

Se combinan 500 pl de la sangre o plasma en un microtubo de 2 ml con 200 pl de
buffer de lisis TSNT (Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris HCI pH 8 10mM,
EDTA pH8 1mM) y se mezclan por inversion o en vortex a velocidad baja o media
durante 3 minutos. Se anaden 500 pl de fenol saturado y se mezclan por inversion

o en vortex a velocidad baja o media durante 3 minutos.

Se agregan 100 ul de Sevag (cloroformo-alcohol isoamilico 24:1) y se mezclan en
vortex a velocidad baja o media durante 3 a 5 minutos. Se agregan 150 yl de TE 1X
(EDTA 100mM y Tris HCI 1M) y se mezclan por inversion o en vortex a velocidad
media o baja durante 1 minuto. Las muestras se centrifugan por 8 minutos a 10,000
rom para después transferir la fase acuosa a un microtubo de 2 ml. Se re extraen
las muestras a partir de la fase acuosa, agregando 100 pl de Sevag y mezclando

en vortex de 3 a 5 minutos.

Se agregan 150 pl de TE 1X y se mezclan por inversion y/o en vortex durante 1
minuto. Se centrifugan las muestras durante 8 minutos a 10,000 rpm y se transfiere
la fase acuosa a un microtubo de 2 ml. Después, se agregan 2.5 volumenes de
etanol 100% y se mezclan gentilmente por inversion. Se deja precipitar el ADN
durante toda la noche a -20°C. Una vez transcurrido este lapso, se centrifuga por
15 min. a 14 000 rpm, se decanta el sobrenadante y se lava la pastilla agregando
500 pl de etanol al 70%. Se centrifugan por 15 min a 14 000 rpm y se deja secar la
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pastilla de ADN a temperatura ambiente durante 20 min. Por ultimo, se resuspende
la pastilla con la pipeta agregando 150pl de agua libre de nucleasas. Cada muestra
fue codificada, y las alicuotas se etiquetan con una clave de control interno del
laboratorio (CP1-CP200 y #001 - #200).

7.5 Cuantificacion, control de calidad y preparacion de diluciones de las
muestras de ADN
Posteriormente, se cuantificaron las muestras de ADNg en el espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), las cuales debieron cumplir con los siguientes
criterios de calidad: tener un cociente de absorbancia 260/280 entre 1.80 - 2.00 y
una relacion 260/230 entre 2.00-2.20 (Borrego-Soto et al., 2015). Al cumplir con
estos parametros, se prepararon las diluciones de trabajo a una concentracion final
de ADNg de 50 ng/ul agregando agua destilada libre de nucleasas. Estas diluciones
fueron posteriormente usadas para la secuenciacion, validacion de las variantes y

la evaluacion de las variantes en los grupos de pacientes y controles.

También, se observé la integridad de las muestras en un gel de agarosa al 1% tefiido
con GelRed (Biotium) mediante un fotodocumentador. En los geles se buscaron
signos de degradacion de las muestras y presencia de ARN que pudiera
obstaculizar procesos posteriores.

En adicién a lo anterior, a todas las muestras de ADN gendmico (previamente
ajustadas a 50 ng/pul) se les realizé una PCR punto final para amplificar el exon 2
del gen de B-globina lo que nos indicaba que nuestro material biolégico era apto
para ser utilizado en procesos posteriores. En la tabla 3 se muestran las condiciones
de reaccion para la PCR y el programa de temperaturas utilizadas se muestra en la
tabla 4. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% seguido por tincion con GelRed y exposicion a luz ultravioleta en un
fotodocumentador. Se utiliz6 como marcador de peso molecular al InnuSTAR 1kb
DNA Ladder Express. Se colocaron 10uL del producto amplificado con 3 pL de jugo
azul y se corrio a 90mAmps por 50 minutos.

54



Tabla 3. Condiciones de reaccion para la amplificacion de B-globina.

Reactivo Concentraciéon | Volumen (L) |
GoTaq 10X 6
FWD 50uM 0.25
REV 50uM 0.25
Agua libre de nucleasas - 3.5
ADN 50ng/pL 2
Tabla 4. Programa de temperaturas para la amplificacion de B-globina.
Etapa | Temperatura (°C) Tiempo |
Desnaturalizacién Inicial 94 5 min
Desnaturalizacion 94 0.30 seg
30 ciclos Alineamiento 57 0.30 seg
Extension 72 2 min
Terminacion 4 -

7.6 Secuenciacién de exoma dirigido del panel de 33 genes.

Previo al trabajo de este proyecto tesis se realiz6 la secuenciacion de exoma dirigido
de 33 genes en 96 muestras de ADN gendmico de sujetos que consumaorn el
suicidio (grupo 1), pacientes con sindrome depresivo mayor con o sin ideacion
suicida (grupo 2) y sujetos controles mental y fisicamente sanos (grupo 3). La
generacion de las bibliotecas de secuenciacion se hizo mediante la quimica
AmpliSeq DNA Gene (lllumina) y la corrida de secuenciacion se hizo en un equipo
MiSeq (lllumina).

La profundidad minima esperada es de 30X, con una cobertura del 97.55% lo que
equivale a un total de 165,641 pb del genoma humano cubiertas mediante 829
sondas divididas en 2 pools de amplificacion (amplicones por pool 417 y 412). El
tamano promedio esperado de los amplicones fue de 331 pb.



7.7 Analisis bioinformatico

La totalidad del analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion fue realizada
mediante lineas de cddigo en lenguaje de programacion Bash en Shell. Los
comandos correspondientes a cada paso del analisis bioinformatico se representan
en la figura 3 (parte 1 y parte 2). A lo largo de esta seccién se mencionaran los
detalles referentes al analisis de datos. Un esquema que muestra el ‘pipeline’ de

procesamiento en extenso se muestra en el anexo 12.

Parte 1

Datos crudos de la secuenciacién Comandos principales

$ fastqc AAIAC7SS001_S1_L001_R1_001.fastq.gz
Control de calidad y limpieza $ fastqc AALAC7SS001_S1_L001_R2_001.fastq.gz

-~ de las secuencias
o) $ trimmomatic PE -threads 8 -phred33 AAIAC7SS001_S1_L001_R1_001.fastq.gz AALAC7SS001_S1_L001_R2_001.fastq.gz
> trimmed_fastqgs/AALAC7SS001_S1_LO01_R1_001_p.trim.fastq trimmed_fastqgs/AA1AC7SS001_S1_LO001_R2_001_p.trim.fastq
= Datos crudos limpios y trimmed_fastqs/AALAC7SS001_S1_LO01_R1_001_u.trim.fastq trimmed_fastqs/AA1AC7SS001_S1_LO01_R2_001_u.trim.fastq
w ﬁl‘rados TRAILING:20 MINLEN:30 SLIDINGWINDOW:4:20
(o) ) $ bwa mem -M -t 4 AAIAC7SS001_S1_L001_R1_001.fastq.gz AAIAC7SS001_S1_L001_R2_001.fastq.gz > Sl.sam 2> Sl.err
Alineamiento contra el $ samtools view -b -h -@ 4 -f 3 -L xGen_exome_panel GRCh38p2.bed -o Sl.tmp.bam S1.sam
genoma de referencia $ samtools sort -1 9 -@ 4 -o Sl.bam S1.tmp.bam
$ samtools index S1.bam
Lecturas crudas y
mapeadas $ gatk AddOrReplaceReadGroups --INPUT S1.bam --OUTPUT Sl.rg.bam --RGLB S1 --RGID S1 --RGPL Illumina --RGSM S1 --
RGPU S1
Asignacién de readgroups $ gatk SortSam --input S1.rg.bam --output Sl.sorted.bam --SORT_ORDER
: $ gatk MarkDuplicates --input Sl.sorted.bam --output S1.dupmarked.bam --metrics-file S1.dupmarked.txt -
Marcado de duplicados CREATE INDEX true
$ gatk BaseRecalibratorSpark --reference /home/ebioinfol/ref_ seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
o~ 08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --input S1.dupmarked.bam --known-sites
/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/Homo_sapiens_assembly38.dbsnpl38.vcf --known-sites
o /home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/Mills_and 1000G_gold_standard.indels.hg38.vcf.gz --output S1_recal-
> data.table --intervals xGen exome panel GRCh38p2.bed
=
H $ gatk ApplyBQSR --reference /home/ebioinfol/ref_seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-08
[+

GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --input Sl.sorted.bam  --bgsr-recal-file S1_recal-data.table -output S1_recal-
Recalibracién de los puntajes reads.bam --intervals xGen_exome_panel GRCh38p2.bed
de calidad
$ gatk BaseRecalibratorSpark --reference /home/ebioinfol/ref_seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-08

GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --input S1_recal-reads.bam --known-sites
/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/Homo_sapiens_assembly38.dbsnpl38.vcf --known-sites
/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg38.vcf.gz --output S1_post-recal-
data.table --intervals xGen_exome_panel GRCh38p2.bed

$ gatk AnalyzeCovariates --before-report-file S1_recal-data.table --after-report-file S1_post-recal-data.table -
-plots-report-file S1_recal-plots.pdf

Figura 3. Flujo de trabajo del analisis bioinformatico (parte 1). Esta parte de
analisis de llamado de variantes comprende la fase de preparacion de los datos que
incluye el control de calidad con FASTQC, limpieza de lecturas con Trimmomatic,
mapeo de las lecturas contra el genoma de referencia GRCh38.p2, asignacion de
readgroups, marcado de duplicados de PCR y recalibracion de los puntajes de
calidad de los alineamiento. En los recuadros del lado derecho se muestran los
comandos prinicipales que se ejecutaron en cada etapa.
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Parte 2

Lecturas listas para analisis

Llamado de variantes de linea

germinal por individuo para
genotipado en conjunto

Lista de variantes crudas en
formato VCF

OBJETIVO 2

Filtrado de SNVs por

recalibracion de variantes

Anotaci6n para asignacién de

identificadores

$ gatk HaplotypeCaller --reference /home/ebioinfol/ref seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --input S1_recal-reads.bam -intervals xGen_exome_panel GRCh38p2.bed --stand-
call-conf 10.0 -output S1_raw-vars-def.g.vcf --native-pair-hmm-threads 16 --emit-ref-confidence GVCF --
output-mode EMIT_ALL_CONFIDENT_SITES

$ gatk GenomicsDBImport --variant S1_raw-vars-def.g.vcf --variant S2_raw-vars-def.g.vcf --variant S3_raw-vars-
def.g.vcf --variant S4_raw-vars-def.g.vcf --variant S5_raw-vars-def.g.vcf --variant S6_raw-vars-def.g.vcf --
variant S7_raw-vars-def.g.vcf --variant S8_raw-vars-def.g.vcf --variant S9_raw-vars-def.g.vcf --variant
S10_raw-vars-def.g.vcf --variant S11_raw-vars-def.g.vcf --variant S12_raw-vars-def.g.vcf --variant S13_raw-
vars-def.g.vcf --variant S14_raw-vars-def.g.vcf --variant S15_raw-vars-def.g.vcf

--variant S86_raw-vars-def.g.vcf --variant S87_raw-vars-def.g.vcf --variant S88_raw-vars-def.g.vcf --variant
$89_raw-vars-def.g.vcf --variant S90_raw-vars-def.g.vcf --variant S91_raw-vars-def.g.vcf --variant S92_raw-
vars-def.g.vcf --variant S93_raw-vars-def.g.vcf --variant S94_raw-vars-def.g.vcf --variant S95_raw-vars-
def.g.vcf --variant S96_raw-vars-def.g.vcf --genomicsdb-workspace-path Muestras_96S_final --intervals
xGen_exome_panel_GRCh38p2

$ gatk GenotypeGVCFs --reference /home/ebioinfol/ref_seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant gendb://Muestras_96S_final --use-new-qual-calculator --output
joint_raw-vars-def.vcE

$ gatk VariantRecalibrator --reference /home/ebioinfol/ref seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant joint_raw-vars-def.vcf --intervals xGen_exome_panel GRCh38p2.bed --
resource:hapmap, known=false, training=true, truth=true,prior=15.0
/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/hapmap_3.3.hg38.vef.gz --

resource:omni, known=false, training=true, truth=true,prior=12.0
/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/1000G_omni2.5.hg38.vcf.gz --

resource:1000G, known=false, training=true, truth=false,prior=10.0/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/1000G_phas
el.snps.high_confidence.hg38.vcf.gz --resource:dbsnp, known=true,training=false, truth=false,prior=2.0
/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/Homo_sapiens_assembly38.dbsnpl38.vcf --use-annotation QD --use-annotation
FS --use-annotation SOR --use-annotation MQ --use-annotation MQRankSum --use-annotation ReadPosRankSum --mode
SNP truth-sensitivity-tranche 100.0 --truth-sensitivity-tranche 99.9 --truth-sensitivity-tranche 99.0 --
truth-sensitivity-tranche 90.0 --max-gaussians 1 --max-negative-gaussians 1 --output joint_recalibrate-
SNP.recal --tranches-file joint_recalibrate-SNP.tranches --rscript-file joint_recalibrate-SNP-plots.R

$ gatk ApplyVQSR --reference /home/ebioinfol/ref_ seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant joint_raw-vars-def.vcf --intervals xGen_exome_ panel GRCh38p2.bed --
mode SNP --truth-sensitivity-filter-level 99.0 --recal-file joint_recalibrate-SNP.recal --tranches-file
joint_recalibrate-SNP.tranches --output joint_recal-snps_raw-indels.vcE

$ gatk VariantAnnotator --reference /home/ebioinfol/ref seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant joint_recal-snps_raw-indels.vcf --intervals

xGen_exome_panel GRCh38p2.bed --dbsnp/home/ebioinfol/bioinformatics/bundle/Homo_sapiens_assembly38.dbsnpl38.vcE
--output joint_recal-snps_raw-indels_annotated.vcf --annotation Coverage

Lista de variantes
recalibradas con rsID
asignados.

Filtrado por cantidad de
informacién por posicién

gendémica
(QD > 5.0y DP > 10.0)

Aplicacién de filtros para

InDels

OBJETIVO 2

Anotacién funcional con
SnpEff

$ gatk SelectVariants --reference /home/ebioinfol/ref_seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant joint_recal-snps_raw-indels_annotated.vcf --output joint_recal-
snps_raw-indels_annotated_qd_dp_filtered.vcf --selectExpressions "QD > 5.0 && DP > 10.0"

$ gatk SelectVariants --variant joint_recal-snps_raw-indels_annotated qd_dp_filtered.vcf -select-type SNP -O
joint_recal-snps-only annotated_gd_dp_filtered.vef

$ gatk SelectVariants --variant joint_recal-snps_raw-indels_annotated_qd_dp_filtered.vcf -select-type INDEL -0
joint_raw-indels-only annotated_qd_dp_filtered.vct

$ gatk VariantFiltration -V joint_raw-indels-only annotated_qd_dp_filtered.vcf -filter "FS > 200.0" --filter-
name "FS200" -filter "ReadPosRankSum < -20.0" filter-name "ReadPosRankSum-20" -filter "MQRankSum < =-12.5" --
filter-name "MQRANKSUMLESSTH12p5" --filter "SOR > 3.0" --filter-name "SOR3" --filter "MQ < 60.00" --filter-name

"MQ60" -filter "InbreedingCoeff > 0.0" --filter-name "IB00" -O joint_indels-—
only_annotated_qd_dp_filtered hardfiltered_not_dropped.vcE

$ gatk SelectVariants --reference /home/ebioinfol/ref_ seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant joint_indels-

only_annotated_qd_dp_filtered hardfiltered_not_dropped.vcf --output joint_indels-
only_annotated_qd_dp_filtered hardfiltered_dropped.vcf --exclude-filtered

$ gatk SelectVariants --reference /home/ebioinfol/ref_seq GRCh38p2/ncbi-genomes-2021-03-
08/GRCh38.p2_genomic_cleanl.fna --variant joint_recal-snps-only annotated gd_dp filtered.vcf --output
joint_recal-snps-only_annotated_gd_dp_filtered dropped.vcf --exclude-filtered

$ gatk MergeVcfs I=joint_recal-snps-only_annotated_qd_dp_filtered_dropped.vcf I=joint_indels-
only_annotated_qd_dp_filtered hardfiltered_dropped.vcE O=joint_annotated_qd_dp_filtered variants-def.vcE

$ java -jar snpEff.jar eff GRCh38.99 -c atg.config -canon 04_gatk/joint_annotated qd_dp_filtered_variants-
def.vef -verbose > joint_annotated_qd_dp_filtered variants-def_ snpEff.vcf

java -jar SnpSift.jar annotate -c atg.config -nold -dbsnp -verbose joint_annotated qd dp_filtered variants-
def_snpEff.vcf > joint_annotated_qd_dp_filtered variants-def snpEff dbsnp.vcf

java -jar SHOME/snpEff/SnpSift.jar annotate -c atg.config -nold -clinvar -verbose
joint_annotated_qd_dp_filtered_variants-def_ snpEff_ dbsnp.vcf > joint_annotated_qd_dp_filtered variants-
def_snpEff_dbsnp_clinvar.vcE

Lista de variantes de
buena calidad

Figura 4. Flujo de trabajo detallado del analisis bioinformatico (parte 2).

Esta parte del analisis comprende el grueso del llamado de variantes: llamado

de variante por muestra individual para formato GVCF, formacién de una base

de datos con la totalidad de las variantes halladas en las muestras individuales,

el llamado de variantes en conjunto, recalibracién vy filtrado de las variantes

crudas, asignacion de identificadores y anotacion funcional mediante SnpEff.
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7.7.1 Control de calidad de los datos crudos.

Previo al analisis de las lecturas de secuenciacién, se realiz6 el control de calidad
de éstas mediante el programa FASTQC version 0.11.9 (Andrews, 2015). Dicho
software gener6é un reporte de calidad el cual senald posibles regiones con
problemas o sesgo en nuestros datos mismo que serviria para tomar decisiones en

pasos del flujo de trabajo posterior.

Aquellas lecturas de baja calidad y contaminadas con adaptadores en nuestro set
de datos fueron sometidas a un paso de recorte y filtrado mediante el programa
Trimmomatic version 0.39 (Bolger et al., 2014) en su modalidad ‘paired end’, con el
fin de mejorar la calidad global de nuestro set de datos crudos. Después de este
paso se volvio a correr el programa FASTQC para asegurarnos de que la calidad
del set de datos mejor6. Sin embargo, en nuestro conjunto de datos de las 96
muestras, se decidio trabajar con las lecturas sin recortar debido a que la cantidad
de lecturas perdidas era alta, pero la calidad global no mejoraba notablemente.
Estos pasos de control de calidad se hicieron ejecutando las lineas de cddigo
detalladas en la figura 3.

7.7.2 Alineamiento y mapeado de las lecturas con un genoma de referencia
humano

Una vez hecha la limpieza de nuestros datos, el siguiente paso consistio en el

mapeo del exoma contra un genoma de referencia. En este caso fue utilizado el

ensamble del genoma humano GRCh38.p2, ya que a partir de éste se disefaron las

sondas dirigidas a los genes de nuestro interés incluidos en el panel.

El algoritmo para llevar a cabo los alineamientos locales de las lecturas contra la
referencia fue el BWA (Burrow-Wheeler Aligner) MEM versién 0.6 (H. Li & Durbin,
2009). Alinear dichas lecturas sobre un genoma de referencia permite detectar
variaciones con respecto de ese genoma. Este procedimiento consiste de dos
etapas: la primera se hace la construccion de la transformada de Burrows-Wheeler
de nuestra secuencia gendmica y, en la segunda etapa, se hace la busqueda de las
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posiciones de nuestras lecturas sobre la secuencia gendmica mediante
‘backtracking’. Este programa es el mapeador 6ptimo para nuestros objetivos pues
es rapido y permite alineamientos con gaps lo cual es esencial para identificacion
de SNP e indels.

Tras la conclusién de la primera parte del analisis bioinformatico se obtuvo como
datos de salida un archivo en formato SAM (Sequence Alignment/Map) el cual
contenia informacién como el nombre de la lectura mapeada, codigos FLAG
(proporciona informacién estructural acerca de la lectura y como mapea sobre la
referencia), nombre de la secuencia del genoma de referencia, posicion de la lectura
en dicho genoma, calidad del mapeo, reporte CIGAR (informe conciso acerca de
coémo una lectura alinea con respecto de una secuencia de referencia), nombre de
la lectura complementaria, posicion de la lectura complementaria, longitud del
segmento cubierto por el par, secuencia de la lectura, calidad de la lectura (codigo
ASCII). Previo a la identificacion de variantes, se llevé a cabo la transformacion del
archivo SAM mediante el programa SAMtools version 1.6 (H. Li et al., 2009),
obtenido en la primera parte del analisis, en un archivo BAM (Binary Aligment Map)
el cual es un archivo comprimido y en cédigo binario con la misma informacién
contenida en el formato SAM. Los comandos de BWA y SAMtools empleados
pueden consultarse en la figura 3.

En esta parte del proceso también se revisé la cobertura y la profundidad de
cobertura de las regiones blanco secuenciadas en las 96 muestras mediante el
programa QUALIMAP versién 2.2.2 (Okonechnikov, Conesa, & Garcia-Alcalde,
2016) para linea de comandos.

7.7.3 Identificacion de las variantes gendmicas asociadas al suicidio

El analisis de llamado de variantes se hizo mediante el paquete de software
Genome Analysis Tool Kit version 4.2.0.0 mejor conocido como GATK. Este analisis
permitio la identificacion de las variantes genomicas (SNV, SNP e indels).
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Se optd por utilizar el flujo de trabajo denominado “GATK Best Practices” (DePristo
et al., 2011; Van der Auwera et al., 2014) ya que se ha comprobado que incrementa
la calidad de variantes derivadas de secuenciacion de nueva generacion. Estas
practicas incluyen pasos recomendados tanto para la fase preparatoria del analisis,
asi como para la fase de filtrado del proceso de llamado de variantes. El esquema
del flujo de trabajo del ‘GATK Best Practices’ utilizado para el analisis bioinformatico
puede visualizarse en la figura 5. Cada paso del proceso de este flujo de trabajo se
detalla en las paginas siguientes.

| S

...... Raw SNPs + Indels [
[Raw Unmapped ReadsJ 1 J vee [ Analysis-Ready Reads J 1 H
= : A H

1
[ Map to Reference J

A\
[ Raw Mapped Reads J

1
Call Variants Per-Sample
HaplotypeCaller in GVCF mode

T sves Jinaes))

L[ Consolidate GVCFs ]-J
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. Joint-Call Cohort
: GenotypeGVCFs

[ Raw SNPs + Indels [ 1 J

[ Filter Variants
I

[ Refine Genotypes ]
|

Annotate Variants
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[ Mark Duplicates
|

Recalibrate Base
Quality Scores

+
[ Analysis-Ready Reads }

Analysis-Ready [ | J

1
[ Evaluate Callset J

oMo

""""" [ Troubleshoot ] [ Use in project ]

Figura 5. Flujo de trabajo de las Mejores Practicas del Genome Analysis Tool
Kit para el llamado de variantes en su modalidad de genotipado en conjunto
de cohortes. En este procedimiento se propone un inicio con la evaluacion de la
calidad de la lecturas, el mapeo de las lecturas a la referencia, la conversion de los
alineamientos a formato BAM, eliminacionde duplicados opticos y recalibracion de
los alineamientos como etapa de preparacion pre-llamado de variantes. Una
segunda fase de este procedimiento comprende el lamado de variantes per se, en
este caso, en modalidad de genotipado en conjunto, donde se produce un archivo
GVCEF con los genotipos de la totalidad de las muestras incluidas en el analisis. Por
ultimo, la etapa post-llamado de variantes que se basa en el refinamiento y filtrado

de las variantes que conformaran el set final de variantes genémicas
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7.7.3.1 Asignacion de ‘readgroups’

El flujo de trabajo de GATK comenzd6 con la adicion de un ‘readgroup’ a nuestro
archivo BAM (usando el comando ‘AddOrReplaceReadGroups’) que es un
identificador que le permite al programa reconocer que un grupo de lecturas fueron
todas producto de una sola corrida de secuenciacion en un cierto carril de la celda
de flujo. Esto se hace debido a que varios algoritmos de GATK necesitan saber que
ciertas lecturas fueron secuenciadas juntas en un carril especifico como un intento
para compensar la variabilidad de una corrida de secuenciacion a la siguiente. La
linea de codigo para ejecutar este proceso se puede consultar en la figura 3.

7.7.3.2 Limpieza de datos mediante marcado de duplicados

Luego de esto, el archivo BAM se ordend con base en las posiciones genomicas
(mediante el comando ‘SortSam’). Adicional a esto, se hizo una limpieza en nuestros
datos mediante un marcado de duplicados O6pticos (usando el comando
‘MarkDuplicates’) de moléculas sobreamplificadas las cuales se generaron a través
de algunos procesos artefactos por sesgos de la PCR al momento de generar las
librerias. Los comandos para realizar estas tareas se especifican en la figura 3.

7.7.3.3 Recalibracién de los puntajes de calidad base.

Retiradas dichas secuencias duplicadas, se realiz6 una recalibracién de los
puntajes de calidad del set de datos (mediante el comando
‘BaseRecalibratorSpark’). Este paso de procesamiento se realizé por muestra. Se
basa en la aplicacion de Machine Learning para detectar y corregir patrones de
errores sistematicos en los puntajes base de calidad mismos que son puntajes de
confianza dados para cada base por el secuenciador. Este procedimiento involucra
la captacién de medidas de covariables de todos los llamados de base en el
conjunto de datos, construir un modelo a partir de esas estadisticas y aplicar ajustes

de calidad de base al conjunto de datos en funcién del modelo resultante.
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En secuencia a esto, se obtuvieron las lecturas recalibradas y sus correspondientes
nuevos puntajes de calidad (mediante los comandos ‘ApplyBQSR vy
‘BaseRecalibrator’). Los puntajes de calidad base juegan un rol relevante al calibrar
la evidencia a favor o en contra de posibles alelos variantes durante el proceso de
identificacion de variantes, por lo que es importante corregir cualquier sesgo
sistematico observado en nuestros datos. Asimismo, se compararon los puntajes de
calidad de las lecturas antes y después de la recalibracion (mediante el comando
‘AnalyzeCovariates’) para confirmar que se hicieron los ajustes de calidad de la
variantes resultantes. La recalibracion y la comparacion de puntajes de calidad de
las lecturas en los alineamientos se hicieron ejecutando los comandos

especificados en la figura 3.

7.7.3.4 Identificacion de variantes cortas de linea germinal

Finalmente, para el llamado de variantes de linea germinal por individuo para
genotipificacion en conjunto se siguid un flujo de trabajo disefiado para
implementarse en conjuntos de muestras que constituyen todas nuestras cohortes

de estudio.

Primero se realiz6 el llamado de variantes (indels y SNP) por muestra usando el
algoritmo del programa ‘HaplotypeCaller’ para producir un archivo intermedio en
formato GVCF (Genomic Variant Call Format) por muestra individual analizada para
genotipificacion en conjunto (joint-genotype) también llamada modalidad de cohorte.
Este formato contiene la probabilidad asignada a los genotipos, asi como su
anotacion en el genoma de referencia. De la misma manera, contiene registros para
cada posicion del genoma (o intervalo de interés) independientemente de si se

detectd una variante en esa posicion o no en una muestra en particular de la cohorte.

Siguiendo con el flujo de trabajo, se consolidaron los GVCF de las diferentes
cohortes posibles conformadas por las 96 muestras en un almacén de datos
mediante la herramienta GenomicsDB. Este paso sirvio para mejorar la

escalabilidad y eficientizar el genotipado en conjunto que se hizo posteriormente.
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Luego, realizamos el genotipado conjunto, en el cual se recopilaron todos los
GVCFs correspondientes a cada muestra obtenidos del programa HaplotypeCaller
y procedieron a ser analizadas de manera conjunta mediante la herramienta
‘GenotypeGVCFs’. Como datos de salida de este paso se obtuvieron 12 archivos
conjunto de llamados de variantes, SNP e indels crudos, es decir, sin ningun filtro
de calidad aplicado. Estas listas de variantes se obtuvieron en formato VCF (.vcf),
el cuyas partes se pueden visualizar en la figura 7. Adicional a esto, en el anexo 7
se detallan los campos de la informacion contenidas en las anotaciones de los
archivos VCF.
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Figura 6. Cohortes de estudio de este proyecto. Representacion de los archivos

Cohorte de Px
con TB

GVCF que se generaron para cada cohorte de este estudio. Estos archivos
contienen las listas de las variantes que se obtuvieron a partir de los analisis de

genotipificado en conjunto.

Este analisis en cohorte permite la deteccion sensible de variantes incluso en sitios
dificiles y produce una matriz cuadrada de genotipos que ofrece informacion sobre
todos los sitios de interés en todas las muestras incluidas en el proceso, lo cual es
relevante para muchos analisis posteriores. Las lineas de cddigo utilizadas para

desarrollar este proceso se detallan paso por paso en la figura 4.
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##fileformat=VCFv4.0 Versién del formato VCF y anotaciones de la variante

##fileDate=20100707 (lineas obligatorias)
b ##source=VCFtools
> ##reference=NCBI36 . _— Metadata de las anotaciones (lineas
D ##INFO=<ID=AA,Number=1, Type=String,Description="Ancestral Allelé"> opcionales)
b= ##INFO=<ID=H2,Number=0, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
8 ##FORMAT=<ID=GT,Number=1, Type=String,Description="Genotype)
Y] ##FORMAT=<ID=GQ,Number=1, Type=Integer,Description="Genotyge Quality (phred score)">
g ##FORMAT=<ID=GL ,Number=3, Type=Float,Description="Likelj#oods for RR,RA,AA genotypes (R=ref,A=alt)">
S| ##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Re#d Depth">
,_ﬁ ##ALT=<ID=DEL ,Description="Deletion">
##INFO=<ID=SVTYPE,Number=1, Type=String,Descriptigs#="Type of structural variant">
##INFO=<ID=END,Number=1, Type=Integer,Description="End position of the variant"> A 6 relnes
#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT SAMPLE1 SAM%EZ/ -
oI i ACG_AATy . PASS . GT:DP 1/2:13  0/6%29 (GT=0)
5 1 2:5rsl Gl PASS H2; AA=T GT:GQ 0]1:100 2/2J0
3 1 5 A G . ASS - GT:GQ |0:77 1/1:9 .
1 100 1/ <DEL> P SVTYPE=DEL;END=300  GT:GQ:DP 1/1:12:3 0/0:20 A'e'?Gitirgf)ﬂ'VO
Delecion T Otro Alelos faseados (que estan en el

Insercién evento

NP Variante estructural mismo cromosoma)

Figura 7. Partes basicas de un archivo ‘Variant calling Format’ (VCF). Este
formato consiste de dos partes elementales: a) el encabezado que contiene la
version del formato que se utilizé para generarlo y la metadata de las anotaciones
hechas; b) el cuerpo del archivo el cual contiene el cromosoma y posicion en que
se localiza la variante, el identificador de la variante, los alelos de referencia y
alternativo, la calidad con que se hizo el llamado, estado de los filtros aplicados,
informacion de las anotaciones y el genotipo de las multiples muestras incluidas en

el analisis.

7.7.35 Filtrado mediante recalibraciéon de SNV.

Por ultimo, se realizé un paso de analisis de la distribucion de los puntajes de calidad
de los SNV con la herramienta ‘VariantRecalibrator’ el cual comparo las variantes
obtenidos en las muestras de nuestras cohortes contra variantes de buena calidad

reportadas en las bases de datos.

El propédsito de la recalibracion de variantes fue asignar una probabilidad bien
calibrada a cada llamado de variante en un conjunto de llamados. Estas
probabilidades se pueden usar para filtrar las variantes con un mayor nivel de
precision y flexibilidad que el que normalmente se puede lograr con filtros estrictos
(filtrado en umbrales de valores de anotacion individuales). El primer paso consistié
en la construccion de un modelo de ‘Machine Learning’ que describe como los
valores de anotacién de variantes covarian con la veracidad de los llamados de
variantes en un conjunto de entrenamiento y luego puntuar todas las variantes de

entrada de acuerdo con el modelo. A partir de este paso se obtuvo un archivo con
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los puntajes de recalibracion de calidad de las variantes (o VQSR) los cuales son
necesarios para recategorizar las variantes. Este archivo tiene una extension
‘tranches’ dentro del codigo utilizado y el cual puede consultarse en la figura 4. En
el segundo paso de la recalibracion, la informacion de este archivo es tomada por
el comando ‘ApplyVQSR’, el cual especifica un valor de sensibilidad objetivo y aplica
un umbral de filtrado el cual determina qué variantes pasaron y cuales no, para
después producir un VCF de salida que contiene la lista multimuestra de variantes
del tipo SNV con el equilibrio deseado de precision y sensibilidad. A diferencia de
los archivos VCF crudos obtenidos en pasos anteriores, éste tiene asignadas tanto
los puntajes de recalibracion como las etiquetas de estado de filtro en el campo
‘FILTER’. Estos estados de filtro pueden ser ya sea ‘PASS’ (el cual se le asigna a
llamados de variantes que cumplen con el puntaje de recalibracion de la calidad de
la variante) o el nombre del filtro el cual no pasaron. La Figura 8 es un ejemplo de
como se visualizan las variantes que pasaron todos los filtros y las que no. Los
comandos utilizados para este proceso de recalibracion de SNV pueden consultarse
en la segunda parte del analisis bioinformatico representado en la figura 4.

#CHROM POS ALT QUAL FILTER INFO

chré 113861123 . 1950.10 VQSRTrancheSNP99.001
chré 113861183 . 81.52 PASS AC=1;AF=5.3

Figura 8. Ejemplo de una variante con la etiqueta de estado PASS. E| estado
PASS significa que la variante cumple con todos los filtros de calidad aplicados.
Cuando una variante tiene estas caracteristicas, aparecera una etiqueta con la
palabra PASS en el campo de ‘FILTER’ como se observa marcado en rojo. Estos
filtros pueden consultarse en la metadata del archivo en cuestion. Si la variante en
cuestidon no tiene esta etiqueta, como puede observarse en la primera fila, significa
que la variante no pasa alguno de los filtros de calidad aplicados en el proceso.
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7.7.3.6 Anotacion para la asignacidn de identificadores.

Una vez obtenido el archivo de las variantes recalibradas, se hizo la anotacion de
las variantes para la asignacion de los identificadores reportados en la base de
datos dbSNP. Se utilizé la herramienta ‘VariantAnnotator incluida en GATK. El
comando utilizado para la asignacion de identificadores se puede consultar en la
figura 4.

7.7.3.7 Filtrado por cantidad de informacién disponible por posicion
genomica

Para realizar este paso de filtrado de la lista de variantes se utilizaron dos
anotaciones que se basan en la cantidad de informacién disponible que hay para
apoyar un llamado de variante en una posicién gendmica dada, de modo que esto
reduzca la posibilidad de que una variante sea un falso positivo. Las anotaciones
usadas para hacer este filtro fueron DP y QD:

e DP (Profundidad o ‘Depth of coverage’) es la profundidad de los datos
disponibles para una muestra en un sitio en especifico y refleja el poder que
se tiene para determinar el genotipo del individuo.

e QD (Calidad por profundidad o ‘Quality by depth’) es la confianza de la
variante dividida por la profundidad sin filtrar de las muestras no homocigotas
del alelo de referencia.

Para este paso de filtrado se utilizé el comando ‘SelectVariants’ de GATK, el cual

puede consultarse en la figura 4.

7.7.3.8 Aplicacion de filtros para variantes del tipo insercidn y delecion.

Previo a la aplicacion del filtro a los indels, cada uno de los archivos VCF se
dividieron en dos archivos individuales, uno que contenia solamente SNP y otro que
contenia indels. Hecho esto, se utilizd otro paso de filtrado exclusivo para indels de

manera que pudiéramos descartar aquellos de mala calidad. Este método de filtrado
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utilizé la herramienta “VariantFiltration’ de GATK en la que se tomaron en cuenta las

siguientes anotaciones:

e FS (> 200.0): o prueba de sesgo de hebra de Fisher (Fisher's Strand Bias). Se
entiende como la probabilidad en la escala de Phred de que haya sesgo de hebra
en un sitio en particular del genoma. El sesgo de hebra nos dice si el alelo
alternativo se vio con mas o menos frecuencia en la cadena directa o inversa
que el alelo de referencia.

e ReadPosRankSum (< -20.0): o prueba de suma de rangos (por sus siglas en
inglés). Esta anotacion compara si las posiciones de los alelos de referencia y
alternativos son diferentes dentro de las lecturas. La presencia de un alelo solo
cerca del final de las lecturas es indicativo de error, ya que ahi es donde los
secuenciadores tienden a cometer la mayoria de los errores.

¢ MQRankSum (< -12.5): o prueba de suma de rangos para determinar las
calidades del mapeo (por sus siglas en inglés). Compara las cualidades de
mapeo de las lecturas que respaldan el alelo de referencia y el alelo alternativo.
Un valor cercano a cero es el mejor e indica poca diferencia entre las calidades
del mapeo.

e SOR (> 3.0): o razdén de probabilidades de hebra (por sus siglas en inglés). Esta
anotacion es otra forma de estimar el sesgo de la cadena mediante una prueba
similar a la prueba simétrica de razén de posibilidades. SOR se cre6 porque FS
tiende a penalizar las variantes que ocurren en los extremos de los exones. Las
lecturas en los extremos de los exones tienden a estar cubiertas solo por lecturas
en una direccion y FS da a esas variantes una mala puntuaciéon. SOR tendra en
cuenta las proporciones de lecturas que cubren ambos alelos.

e MQ (< 60.00): Esta es la raiz cuadrada de la calidad de mapeo media de todas
las lecturas en un sitio en particular del genoma. Cuando las cualidades del
mapeo son buenas en un sitio, el MQ sera de alrededor de 60.

¢ InbreedingCoef (> 0): es el coeficiente de consanguinidad estimado a partir de
las probabilidades de genotipo por muestra en comparacion con la expectativa
de Hardy-Weinberg.
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Es importante mencionar que estas mismas anotaciones se utilizan para generar
los modelos de ‘Machine Learning’ que se necesitaron para hacer la recalibracion
de los SNVs. Estos modelos con aprendizaje de maquina requieren ser alimentados
con una gran cantidad de informacion, en este caso, de variantes. Con base en esto,
para nuestro conjunto de variantes del tipo indels, estos modelos no pudieron
generarse debido a la baja cantidad de indels que se identificaron. Por lo cual se
utilizé un método de filtrado en el que se establecen umbrales especificos para una
0 mas anotaciones y descartar cualquier variante que tenga valores de anotacion
por encima o por debajo de los umbrales declarados. El principal problema de este
enfoque es que es muy limitante pues obliga a considerar a cada dimension de
anotacion individualmente, lo cual termina descartando buenas variantes solo
porque uno de los estadisticos considerados no pasé un umbral, o manteniendo
malas variantes para mantener esas buenas variantes. Aun y con estas limitaciones,
estos filtros estrictos son usados sobre sets de variantes que se le entregan a
especialistas para realizar diagnosticos clinicos de enfermedades y, debido a que
las variantes aqui obtenidas seran usadas posteriormente para integrar un perfil
genomico de variantes para predecir el riesgo de suicidio sobre pacientes
psiquiatricos, se tomo la decision de aplicarlas sobre nuestros datos.

Concluidos los filtros de calidad de ambos tipos de variantes (SNP e indels) se
procedi6 a retirar de los archivos VCFs aquellas variantes que no pasaron alguno
de los filtros de calidad, de modo que quedaran unicamente variantes de alta calidad
con la menor probabilidad de ser falsos positivos. Para esto, se utilizé la herramienta

‘SelectVariants’ con la opcion ‘--exclude-filtered’ activada (Figura 4). Finalmente,
ambos archivos limpios de cada cohorte se volvieron a unir en uno solo con la

herramienta ‘MergeVcfs’.

7.7.3.9 Anotacion funcional de las variantes

Como paso final del analisis bioinformatico, se hizo la anotacion funcional de las
variantes mediante tres programas diferentes: Funcotator (Van der Auwera &
O’Connor, 2020), SnpEff v5.0e (Cingolani et al., 2012) y Variant Effect Predictor
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v104 (McLaren et al., 2016). Estos tres programas se alimentan de bases de datos
como dbSNP, GnomAD, 1000 Genomas, Clinvar, entre otras y ofrecen informacién
complementaria entre una y otra. Las anotaciones hechas por estos programas
fueron principalmente: los genes y transcritos afectados por las variantes, la
ubicacion de las variantes, las consecuencias de las variantes en la secuencia de
proteinas, las frecuencias de alelos menores asociados del Proyecto 1000
Genomas y GnomAD (variantes exodnicas) y las puntuaciones de Poly-Phen-2
(Adzhubei et al., 2010), SIFT (Kumar, Henikoff, & Ng, 2009) y CONDEL (X. Yuan et
al., 2020) para cambios en la secuencia de proteina y posibles efectos sobre la
funcién de éstas, asi como CADD (Rentzsch et al., 2019) la cual puntua la nocividad
prevista de las variantes de un solo nucleétido e indels en el genoma humano
mediante la integracion de multiples anotaciones, incluida la conservacion y la

informacion funcional, en una métrica.

VEP se ejecuto en su interfaz web (www.ensembl.org/Tools/VEP) y para SnpEff se
utilizé en su versién en linea de comandos. Los comandos empleados para la

anotacion con este programa pueden consultarse en la figura 4.

7.7.3.10 Comparacion de los conjuntos de variantes de las cohortes de
estudio

Los sets de variantes previamente reportadas (aquellas que cuentan con un
identificador) correspondientes a cada cohorte fueron comparados entre si de modo
de obtener las variantes exclusivas de cada grupo y las variantes compartidas entre
las distintas cohortes, las cuales podrian representar variantes de riesgo de suicidio.
Para esto se utilizo el programa VENNY version 2.1 (Oliveros, 2015).

7.7.3.11 Seleccion de las variantes que se evaluaran en pacientes con
Sindrome Depresivo Mayor.

Los criterios tomandos en cuenta para la seleccion de las 3 variantes que se
evaluaron por PCR cuantitativa fueron:

¢ Que estuvieran en la region codificante.
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Que tuvieran una frecuencia del alelo menor (MAF) mayor al 20% de la
poblacidn segun la base de datos de los 1000G y GnomAD.

Que las variantes tuvieran valores predictivos de alteracion en la
funcionalidad delétereos, daninos o probablemente dafinos de acuerdo a los
programas SIFT, PolyPhen-2 y CONDEL.

Que las variantes estuvieran previamente a algun fenotipo relacionado con
afectaciones en el SNC.

Que las proporciones genotipicas de los polimorfismos fueran diferentes

entre las cohortes de sujetos que consumaron el suicidio y controles sanos.
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7.8 Evaluacion de las variantes en pacientes con Sindrome depresivo mayor

Una vez validadas las variantes asociadas al suicidio, se procedié a realizar
mediante PCR cuantitativa la genotipificacion de estos 3 SNP en los pacientes
psiquiatricos con sindrome depresivo mayor con y sin ideacion suicida (grupo 2) y
en los sujetos controles sin ideacion suicida (grupo 3). El tamafio de muestra
utilizado para la evaluacion de dichos polimorfismos fue de una n=169 en cada

grupo analizado.

Para esto se utilizaron sondas pre-disefiadas Tagman® Genotyping assay
especificos (disponibles comercialmente por Thermo Fisher Scientific) para los SNP
seleccionados previamente en el objetivo 2. Se sigui6 el protocolo de
genaotipificacion proporcionado por el fabricante (Applied Biosystems). La tabla 5
muestra las condiciones de la reaccién de qPCR para los polimorfismos evaluados
en este trabajo. Los primers especificos para los polimorfismos de nuestro interés
que no existian en la coleccion de la casa comercial, se disefiaron a partir de los
datos de secuenciaciéon previamente obtenidos 0 en base a secuencias disponibles
en las bases de datos y con ayuda de los softwares para disefio de oligonucleétidos

previamente mencionados.

Tabla 5. Condiciones de genotipificacion por gPCR.
Reactivo Concentracion Volumen (pL)
Tagman® Universal PCR 1X 2.5
Master Mix
Sonda Tagman® 1X 0.25
Genotyping Assays
ADN 50 ng/puL 2
Agua libre de nucleasas - 0.25

Con ayuda del software StepOne version 2.1 del equipo StepOnePlus (Applied
Biosystems) en conjunto con sondas marcadas con los fluorocromos FAM y VIC, se
hizo la genotipificacién y la discriminacion de los grupos de heterocigotos y
homocigotos para la presencia de los alelos variantes.
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La reaccién se fundamenta en la capacidad de la Taq polimerasa de sintetizar ADN
y en la actividad exonucleasa la cual es responsable de escindir la sonda macada
con los fluorocromos, liberando los fluoroforos de la sonda del alelo comun o del
alelo variante (figura 9). Esta sefal es detectada por el equipo, el cual, mediante el
software especializado, agrupa a los paciencia segun la fluorescencia emitida la
cual puede indicar homocigosidad o ambos, indicando asi el genotipo heterocigoto
para el SNP (figura 10).

Alelo 1

Unién Sin unién FAM®
Alelo 2 @ @ Quencher
d vfl — ®\”T”\77© AmpliTag Gold®
| DNA Polimerasa
Unidn Sin unién

Figura 9. Fundamento de las sondas Tagman. Sondas de hidrélisis marcadas
con fluoréforos FAM y VIC disefiadas para aumentar la especificidad de la PCR
tiempo real. Alelo 1: esta marcado con el fluorocromo FAM ™ unido al extremo 5'de
la sonda del alelo 1(alelo comun). Alelo 2 : esta marcado con el fluorocromo FAM

™ unido al extremo 5'de la sonda del alelo 2 (alelo variante).
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Allele 2

Legend

Allelic Discrimination Plot
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Figura 10. Grafico representativo de la discriminacion alélica. En rojo se
observan los homocigotos del alelo 1, en verde los heterocigotos y en azul los

homocigotos para el alelo 2.

7.9 Analisis estadisticos

Se utilizo la prueba de X? para comparar las variables categoricas, asi como el
genotipo y las frecuencias alélicas de todos los SNP entre los grupos. El nivel de
significancia fue de 0.05. Se hicieron los analisis de proporciones correspondientes

mediante SPSS.

s Allele 1/Allele 2 }Undetermined




8 Resultados

8.1 Control de calidad de las muestras utilizadas en la secuenciacion.

Con el objetivo de garantizar datos de buena calidad se realiz6 un control de calidad
de todas las muestras de nuestra coleccion antes de enviar 96 de ellas al servicio
de secuenciacién en el Laboratorio de Servicios Gendémicos en el LANGEBIO,
CINVESTAV. El resumen del proceso de control de toda la coleccion de las

muestras de ADN se puede consultar en la tabla 6.

Tabla 6. Resumen del proceso de control de calidad de la coleccidon de muestras
del estudio.
G1:SUICIDIO G2:PX PSIQUIATRICOS | G3:CONTROLES
Muestras/grupo: 206 135 173
Muestras totales pre-filtros de calidad: 514
Cuantificacion por fluorometria y espectrofotometria: 126
Evaluacién de la integridad del ADNg por electroforesis: 102
Muestras seleccionadas para la secuenciacion: 96
Muestras/grupo seleccionadas para la secuenciacién: 26 | 21 | 48

Lo anterior incluyo la evaluacidn por espectrofotometria, electroforesis en geles de
agarosa al 1% para evaluar la integridad del ADNg. Producto de la cuantificacion y
evaluacion de los valores de calidad en el 260/280 y 260/230, se seleccionaron 126
muestras que tenian una concentracion >50ng/ul y que valores de calidad de 1.80
a20y2y2.20, respectivamente. En el siguiente filtro que fue la evaluacion de la
integridad de las muestras, de las 126 muestras del filtro anterior, unicamente 102
muestras mostraron no tener signos graves de degradacién ni contaminacion con
ARN. En la figura 11, se muestra un gel representativo de las electroforesis
realizadas en las que todas las muestras manifiestan bajo nivel de degradacion y

ausencia de ARN.

A partir de estas 102 muestras con calidad Optima, se seleccionaran 96 muestras
para conformar los grupos de estudio que se plantearon en nuestro disefio de
estudio. La division de los grupos de estudio se representa en la tabla 9. El grupo
de pacientes psiquiatricos se divide en pacientes con depresion mayor con o sin
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ideacion suicida (IS), con trastorno bipolar con o sin IS y con esquizofrenia con o sin
IS. Dentro de las 96 muestras se incluyé un control positivo el cual previamente ya

habia sido incluido en otro proyecto de secuenciacion.

Tabla 7. Composicién de los tres grupos de estudio en que se dividen las 96
muestras que fueron utilizada para la secuenciacion de nueva generacion.

Depresion mayor
Sin ideacidn suicida 3
. Ideacién suicida 6
Trastorno bipolar
Sin ideacidn suicida 6
. . Ideacidn suicida 1
Esquizofrenia . . .
Sin ideacidn suicida 0
26
4
1
%6
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Figura 11. Evaluacion de la integridad de las muestras de ADN genémico de

la colecciénde muestras de los grupos de sujetos que consumaron el suicidio,
pacientes psiquiatricos con o sin ideacién suicida y controles sanos. Gel de
agarosa 1% (0.9g agarosa, 90 ml TAE). 1 pl de GelRed 10,000X. 114V, 90 min.

Volumen de ADN cargado por pocillo: 2ul. Volumen de jugo azul cargado por pocillo:
3ul.
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8.2Descripcion del set de datos obtenidos de la secuenciacion de exoma
dirigido.

El set de datos de secuenciacidn fue puesto a disposicion por parte del equipo del

LABSERGEN a través de BaseSpaceHub (lllumina). Una vez descargado al

servidor donde serian procesados los datos, se realiz6 una evaluacion global de los

puntajes de calidad de las lecturas y se obtuvieron las métricas que se observan en

la tabla 8.

Tabla 8. Descripcion del conjunto de datos crudos obtenidos de la
secuenciacion de exoma dirigido en los 96 sujetos de nuestros grupos de estudio.

Lecturas Ndmero  Rendimiento % 2Q30 Tamarfio

de ciclos (Gbp) (Gigabytes)

Forward
Reverse
Total

Se obtuvieron lecturas con una longitud total de 250 pb. Fueron secuenciados 6.32
giga pares de base (Gpb) entre ambos conjuntos de lecturas. De estos 6.32 Gbp, el
88.81 % de los llamados de bases realizados cuentan con una calidad mayor o igual
a 30 en la escala de Phred. Lo cual indica que los datos son de buena calidad.

Tabla 9. Parametros estadisticos basicos del conjunto de lecturas crudas de las
96 muestras secuenciadas.

Lecturas Lecturas % de lecturas Media Mediana

totales HIHERERS identificadas Lecturas/muestra lecturas/muestra

27,112,364 | 23,485,078 92.9628 244,636 (+75,657.5) 249,331

El total de lecturas resultantes fue de 27,112,364. De estas, aproximadamente el
93% fueron identificadas y 7% restante fueron descartadas al tratarse de posibles
artefactos. Al final de este filtro, quedaron 23,485,078 las cuales se usaron en los
analisis posteriores. En promedio, para cada una de las 96 muestra secuenciadas,
se obtuvieron 244,636 (+75,657.5) lecturas. Estos datos pueden observarse en la
tabla 9.
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8.3 Control de calidad de las lecturas de secuenciacion

Se realizo el control de calidad de los archivos con las lecturas crudas en formato
fastq, mediante el software bioinformatico FASTQC (v0.11.9). Este paso se realizo
los dos archivos de las lecturas forwards y reverse correspondientes a cada una de
las 96 muestras. En la figura 1, de manera representativa, se muestran los graficos
con las métricas de calidad de aproximadamente 244,000 lecturas de la muestra
1(S1) del grupo de suicidio consumado. Como se observa del lado izquierdo, ambos
sets de lecturas presentan baja calidad en los nucleotidos de las posiciones finales,
con puntajes en la escala de Phred menores a 28. Por ello, se realiz6 un paso de
limpieza mediante el software Trimmomatic (v0.39) con el cual se logré6 mejorar la
calidad global de ambos sets de lecturas, dejando unicamente lecturas con calidad
mayor 30 en la escala de Phred. El grupo donde mayor cantidad de datos se perdi6
tras el paso de recorte con Trimmomatic fue en el de suicidio consumado, lo cual
podria estar relacionado con la integridad y la calidad del ADNg, el cual proviene de
una coleccion histérica. Como resultado de este paso de limpieza sobre todas las
lecturas de los grupos de estudio, se obtuvo que de las 23,201,908 lecturas crudas,
22,346,682 pasaron el filtro de calidad y eran aptas para los siguientes pasos de

procesamiento (tabla 10).

Tabla 10. Numero de lecturas pre y post paso de limpieza con Trimmomatic.

Grupo de # de lecturas % de lecturas # de lecturas

estudio pre-limpieza  descartadas post-limpieza
Suicidio consumado 6,381,134 6,125,888
Pacientes psiquiatricos 5,571,260 3.50% 5,376,266
Controles 11,249,514 3.60% 10,844,528

Total 23,201,908 - 22,346,682

Esta baja proporcion de lecturas perdidas por grupo indicd que el conjunto de datos
inicial puede ser considerado de buena calidad. Teniendo esto en cuenta, se tomd

la decisiéon de utilizar las lecturas crudas para comenzar con el analisis
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bioinformatico, esto con el objetivo de contar con el mayor numero posible de

lecturas por muestra secuenciada.

En la tabla 11, se observa que las muestras con menor numero de lecturas fueron
la S10, S55 y S59. La primer perteneciente al grupo de suicidio consumado y las
dos ultimas, al grupo control. Un bajo numero de lecturas afecta la informacién que
soporta cada llamado de variante, por ello, reducir aun mas la profundidad de
cobertura con un paso de limpieza afectaria la capacidad para descubrir nuevas

variantes.
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Figura 12. Control de calidad del conjunto de datos de secuenciacién. En el

lado izquierdo, se observa el grafico de la distribucién de calidad (Q) de las

secuencias por base correspondiente a las lecturas antes del paso de limpieza de

llamados de base de mala calidad con Trimmomatic. En el lado derecho se observa

el mismo tipo de grafico, pero ahora de las lecturas posterior al paso de limpieza.

Estos graficos fueron obtenidos mediante

el software FASTQC.
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Con el analisis de calidad, se identificaron secuencias sobrerrepresentadas, sin
embargo, éstas pertenecen a genes que estan incluidos dentro del panel de
secuenciacion, por lo que se tomo la decision de no eliminarlas ya que se podria
perder informacion de utilidad para analisis posteriores. Las secuencias
sobrerrepresentadas fueron revisadas mediante una busqueda con Nucleotide
BLAST (BLASTn, NCBI) para verificar su procedencia. Un ejemplo de este
procedimiento puede observarse en la figura 13, en la que le secuencia remarcada
en color amarillo fue usada como dato de entrada del programa BLASTn y debajo
de la figura se observa el resultado arrojado por el programa, obteniendo que dicha
secuencia sobrerrepresentada pertenece al gen MBP, uno de los 33 genes el panel
de secuenciacion. No se encontraron secuencias de adaptadores formando parte
de las lecturas crudas, por lo que los datos pudieron seguir con el flujo de

procesamiento.

CTCTTCCTCCCTGAAAAGGAAGAGAGAGGAGTTAGGACGAGAGTGCCGCA .20298212998444437 No Hit
CCAATTTCCTTTGGGCTGAAAGCGTTACCTTGGCTTCTCCTGGGCCTCGA 211 0.20013658610615775 No Hit
CAGCATGGTGCGCGACCTCATGCTCTGGATGGAGGATGTCATCCGGCAGA 209 0.1982395568539667 No Hit
CATATGCTCAATCATGACCACAGTAAACGAAGGCAAGCGACCTGACGTCC 208 0.19729104222787117 No Hit
CTACTTTTGTCGAAGAAGTTTATTGTGGGTCAGGGACGTCAGGTCGCTTG 196 0.18590886671472476 No Hit
GCCGCAGTTTTCTCTTCTTTAGTCAGTGGTGACAGCTAGAAAATAAATGA 190 0.18021777895815153 No Hit
GGCTCAGCATCCACCCGGGACCACAGAAGAGGGGATGCTGGTGTGGGAGG 189 0.179269264332056 No Hit
GAAAAACCGAGAGGCCTCCCTGGGAGAGGCCAGCAAGCTGCAGCAGTTCC 189 0.179269264332056 No Hit
TGAGCCAATCAAAAAAAGAGCTGTCCAGCGACTAGGGGATGGAGCCAATG 188 0.17832074970596046 No Hit
8-

m blastp blastx tblastn tblastx

BLASTN programs search nucleo!

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ clear Query subrange @
CTCTTCCTCCCTGAAAAGGAAGAGAGAGGAGTTAGGACGAGAGTGCCGCA From :]

o ]

.t

H.sapiens MBP gene, exon 7 Homo sapiens 935 935 100% 6e-16 100.00% 1042 X17289.1

Figura 13. Uso de BLASTn para la identificacion de secuencias
sobrerrepresentadas en el set de datos de secuenciacién. Ejemplo del proceso
de identificacion de una de las secuencias sobrerrepresentadas reportadas por el
software FASTQC en la version web de BLAST para nucledtidos. Se obtiene que
las secuencias pertenecen a genes incluidos en nuestro panel de secuenciacion.
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8.4 Mapeo de las lecturas contra el genoma de referencia

Una vez concluido el control de calidad, las lecturas crudas de cada una de las
muestras fueron alineadas directamente contra el genoma humano de referencia
GRCH38.p2. En promedio, 93.1% (SD = +9.3) de las lecturas de cada muestra
mapearon contra la referencia, lo cual garantiza que existe suficiente informacion
para hacer un llamado de variantes confiable y de buena calidad. La calidad
promedio con la que mapearon las lecturas sobre el genoma de referencia (MQ)
utilizado fue de 59.83 siendo 60 la maxima calidad de mapeo que se puede obtener
dentro de un rango de valores que va del 0 al 60. Sin embargo, es importante
mencionar que hubo muestras cuya mala calidad en las lecturas evitaron que una
alta proporcion de ellas no alinearan contra la referencia. Tal fue el caso de la
muestra S39 y S71 (resaltadas en color azul en la tabla 13), de las cuales
unicamente 28.02 % y 31.92% de las lecturas alinearon contra la referencia. Esta
proporcion, aunque baja, obtuvo una calidad de mapeado cercana al 60, sin
embargo, esto baja cantidad de lecturas mapeando afecté claramente los
parametros de cobertura y profundidad de las regiones secuenciadas.

Debido a su baja cobertura y profundidad, variantes procedentes de las muestras
S10, S55, S59, S39 y S71 se tomaron con precaucion. Como se puede observar en
la tabla 13, estas muestras previamente mencionadas presentaron problemas con
la profundidad de cobertura, ya que solo entre el 5-80% de las regiones de interés
tienen 30 lecturas (30X) o mas cubriéndolas, que es el minimo de secuencias
requeridas sobre una posicion gendmica para realizar un llamado de variantes
confiable. La figura 14 representa la diferencia entre una muestra de las antes
mencionadas contra una muestra, en este caso, la S47, la cual tiene una

profundidad de 30X en mas del 95% de las regiones secuenciadas.
Por otro lado, la cobertura no se vio afectado ni por el bajo numero de lecturas

crudas ni por el bajo numero de secuencias mapeadas sobre la referencia. La

cantidad de lecturas en las muestras S10, S55 y S59, resaltadas en la tabla 13 en
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color rosa, fue baja. Esto podria deberse a problemas con la calidad de las muestras
0 en la generacion de las bibliotecas.

Genome Fraction Coverage S55 Genome Fraction Coverage S47
555._recakreads.bam (inside of regions) 547_recakreads.bam (inside of regions)

Figura 14. Grafico que representa la fraccion de las regiones blanco cubiertas
y la profundidad de cobertura. En el eje X se representa la profundidad y el eje Y
la proporcion de las regiones blanco que se cubre con una cierta profundidad. En el
lado izquierda se observa la muestra S55 la cual tiene una profundidad menor a 30X
en menos del 10% de las regiones cubiertas. En el lado derecho se observa la
muestra S47 la cual tiene una profundidad mayor al 30X en mas del 95% de las
regiones cubiertas.
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Tabla 11.

96 muestras secuenciadas

? 120,730
* 211,348
? 249,798
* 336,701
? 29,077
512 278,547
s14 251,516
516 294,311
518 193,740
520 259,296
522 242,168
s24 228,476
526 205,588
s28 199,373
s30 174,793
s32 314,521
s34 321,266
s36 221,428
s38 206,674
s39 196,
540 254,067
sa2 198,060
saa 160,747
546 225,849
sa8 213,950
550 292,795
s52 262,808
s54 138,869
55 11,975
556 355,775
558 294,993
559 13,137
60 125,429
? 206,245
564 293,553
566 219,381
568 198,439
570 272,281
s71 225,343
s72 295,725
s74 352,945
576 165,117
s78 257,048
580 326,192
s82 307,043
s84 359,615
586 260,762
588 313,232
590 226,758
592 246,514
594 283,953
596 313,611

114.918

192.696
235.967
314.893
27.440
260.174
238.205
275.312
183.356
246.160
229,813
216.524
196.270
189.257
166.831
299.309
305.549
210.028
196.814

55.197
241.012

152.002
214.734
198.622
278.524
248.970
131.440
11.386
336.816
282.390
12.438
119.266
196.132
278.083
209.624
188.662
259.423
71938
279.850
335.844
156.994
244.318
310.062
292.242
341.396
245.764
295.972
214.575
233.992
269.274

296.064

95.47%
94.93%
95.44%
95.16%
95.11%
94.85%
95.23%
94.86%
95.16%
94.56%
95.08%
92.84%
95.13%
94.73%
94.65%
95.08%
94.67%
95.73%
94.68%
95.09%
95.10%
94.73%
95.55%
95.07%
95.28%
31.92%
94.63%
95.15%
95.08%
95.05%
95.06%
95.18%
94.93%
94.25%
94.49%
94.63%
94.92%
94.83%
94.40%

Evaluacion de la calidad del mapeado, cobertura y profundidad de las

59.85 99.70 >95%
59.85 99.71 >95%
59.84 99.87 >95%
59.82 99.75 *
59.88 99.14 >35%
59.82 99.71 >95%
59.83 99.75 >95%
59.83 99.76 >95%
59.86 99.66 >95%
59.84 99.79 >95%
59.83 99.88 >95%
59.83 99.75 >95%
59.85 99.60 >95%
59.85 99.66 >95%
59.85 99.75 >95%
59.83 99.75 >95%
59.84 99.86 >95%
59.85 99.66 >95%
59.84 99.60 >95%
59.64 99.39 570%
59.83 99.87 >95%
59.83 99.87 >95%
59.85 99.72 *
59.85 99.76 >95%
59.85 99.87 >95%
59.83 99.79 >95%
59.83 99.74 >95%
59.86 99.68 >95%
59.89 95.03 5%
59.82 99.89 >95%
59.84 99.89 >95%
59.87 95.38 5%
59.85 99.78 >95%
59.84 99.88 >95%
59.85 99.63 >95%
59.84 99.87 >95%
59.84 99.65 >95%
59.84 99.77 >95%
59.68 99.07 >80%
59.83 99.62 >95%
59.82 99.63 >95%
59.85 99.74 >95%
59.84 99.85 >95%
59.83 99.74 >95%
59.84 99.74 >95%
59.82 99.79 >95%
59.83 99.57 >95%
59.84 99.54 >95%
59.84 99.68 >95%
59.84 99.88 >95%
59.84 99.62 >95%
T —.
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8.5 Analisis de llamado de variantes

8.5.1 Llamado de variantes y control de calidad

Producto del analisis de llamado de variantes, se identificaron 3573 variantes crudas
(1282 SNP y 311 indels), es decir, sin ningun filtro de calidad aplicado, a lo largo de
las 96 muestras secuenciadas e incluidas dentro del analisis. Estas variantes, como
se menciona en la metodologia, fueron sometidas a un primer filtro de calidad en
donde se tomd en cuenta la cantidad de informacion que apoya los llamados de
variantes. Producto de este paso, se obtuvieron 1691 variantes (1282 SNP y 311
indels). Este conjunto de variantes puede considerarse de buena calidad ya que
tienen mas del minimo de lecturas requeridas para que la variante llamada sea
confiable, sin embargo, se decidid aplicar un segundo filtro mas estricto tomando en
cuenta anotaciones que: penalizan sesgos ocurridos durante la generacion de las
bibliotecas, cdmo es el contexto de la secuencia alrededor del sitio de la variante,
cuantas lecturas lo cubrieron, cuantas lecturas cubrieron cada alelo, qué proporcion

de lecturas estaban en orientacion directa frente a inversa, entre otras.

El conjunto definitivo de variantes consistio en 1494 (1244 SNP y 250 indels), las
cuales tienen buena calidad y una probabilidad muy baja de ser falsos positivos.
Estas 1494 variantes estan distribuidas a lo largo de los 96 sujetos secuenciados,
siendo la mayoria de ellas compartidas entre individuos de la misma cohorte y entre
cohortes y, en menor proporcion, variantes exclusivas de individuos y cohortes, las
cuales se detallaran mas adelante. En la tabla 12 se puede observar el numero de
variantes por cohorte pre y post etapas de filtrado. El numero de variantes no refleja
que haya una mayor tasa de mutacion en los individuos de una cohorte
determinada, sino que la cantidad de variantes es proporcional al numero de sujetos
que integran cada cohorte. Asimismo, puede observarse que la proporcion de SNP
es mayor que la de los indels en todas las cohortes de este estudio, en ambas

etapas.
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Tabla 12. Conteo de variantes por cohorte pre y post etapas de filtrado.

Etapas de filtrado

Pre-filtro

Post-filtro

Cohortes Crudas Filtro 1 (QD>5 & DP>10) Filtro 2 (VQSR/HF)
952 867
Suicidio (n=26) 1649
SNPs: 710/InDels:239 SNPs:696/InDels:171
., . 674 648
Ideacion suicida (n=12) 1033
512/158 501/147
560 536
Sin ideacion suicida (n=9) 847
421/137 410/126
. 580 558
Depresion mayor (n=8) 801
441/137 432/126
L s 497 481
Depresion mayor con IS (n=5) 620
373/123 365/116
L. . 364 348
Depresion mayor sin IS (n=3) 463
281/82 274/74
. 610 556
Trastorno bipolar (n=12) 1014
464/143 452/104
. 470 448
Trastorno bipolar con IS (n=6) 705
364/105 349/99
. . 476 458
Trastorno bipolar sin IS (n=6) 684
358/117 349/109
. 928 847
Pacientes con SDM (n=21) 1662
703/215 689/158
1319 1161
Controles (n=48) 2340
999/215 965/196
3573 1691 1494
General (n=96)
2773/756 1282/311 1244/250
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8.5.2 Anotacion funcional

Como paso final del analisis bioinformatico, se hizo la anotacion funcional con las
herramientas SnpEff y Variant Effect Predictor (VEP) de las variantes resultantes
del segundo filtro de calidad en la etapa anterior. De acuerdo a lo que se observa
en la tabla 13, la herramienta VEP es mas eficiente que SnpEff para hacer la
asignacion de identificadores a las variantes ya reportadas en las bases de datos,
debido a que cuenta con un mayor numero de recursos (y por tanto, informacion)

con los que VEP tiene conexion para realizar dicha tarea.

Por otra parte, tras la anotacion con SnpEff se obtuvieron métricas y conteos
basicos de nuestros sets de variantes. En estos se senala que el tipo de variante
predominante es el SNP, las deleciones en segundo lugar y por ultimo, las
inserciones. Este conteo basico de tipo de variantes por cohorte puede verse en la
tabla 14. Dentro de las variantes obtenidas, se obtuvieron algunas que tienen doble
anotacion, ya que en bases de datos dichas posiciones gendmicas se reporta que
se ha encontrado tanto una insercion como una delecién, pero en diferentes

transcritos del mismo gen.

Asimismo, se obtuvo el acumulado de transiciones y transversiones por cohorte y
con los cuales se calculd el cociente de transicion/transversion. Estos datos se
pueden consultar en la tabla 15, en la que se aprecia que a lo largo de todas las
cohortes, la cantidad de transiciones es muy cercano al doble de las transversiones,
lo cual es esperado debido a la naturaleza de ambos eventos y del que se discutira
mas adelante. Las tasas de Ti/Tv mas bajas son las observadas en la cohorte de
suicidio con un valor de 1.7657 eventos de transicion por cada transversion y en la
de depresion mayor sin ideacion suicida.

Con respecto a los efectos que producen las variantes de nuestro set de datos, se

hizo un conteo de los efectos por region gendmica en la que se localizan y por tipo

de efecto con base en la region gendmica en la que se ubican. Las informacion que
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se muestra en las tablas 16 y 17 pudiera parecer redundante, sin embargo, brindan

informacion complementaria.

En la tabla numero 16 se puede observar con una escala de colores que va de azul
a rojo (siendo el azul aquellas regiones con menor cantidad de efectos y el rojo
aquellas con mayor cantidad de efectos) que las regiones no codificantes, sean
intrones, regiones 3’ no traducibles, rio arriba y rio abajo del gen son las que
acumulan mayor numero de efectos de variante, lo cual estaba dentro de los
esperado. Sin embargo, de acuerdo con la misma tabla, los exones también tienen
un numero alto de efectos de variantes, lo cual se debe a que se secuenciaron
especificamente los exones de los genes de interés para nuestro estudio y una
porcidn adicional que abarco las regiones 5’ y 3° UTR. Es por esta misma razén es
que los efectos son escasos en regiones intergénicas ya que estas se encuentran
relativamente distantes a las regiones blanco secuenciadas. Dentro de la misma
tabla se puede apreciar que las regiones con impacto a nivel transcripcional y
funcional como aquellas en regiones de splicing y regiones regulatorias (como las
regiones 5 UTR) poseen un bajo numero de efectos de las variantes. No se
observan diferencias en las proporciones de efectos de las variantes por region
entre las distintas cohortes del estudio.

Algo similar se observa en la tabla 17, donde las proporciones de los efectos por
tipo de variante segun la region genomica en la que se ubican no difieren entre
cohortes, a excepcion de las variantes de cambio de marco lecturas en las cuales
se aprecia una leve diferencia en comparacion con las demas cohortes conformadas
por sujetos del grupo de pacientes psiquiatricos, pero no asi con la cohorte del grupo
control. En esta tabla también se observa que los pacientes psiquiatricos (tanto
depresivos como bipolares) con ideacion suicida tienen una delecién disruptora del
marco de lectura que los pacientes sin ideacion suicida no tienen y la cual

parecieran compartir con los sujetos que consumaron el suicidio.
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Tabla 13.

VEP y SnpEff, se reportan como ya conocidas de acuerdo con las bases de datos de las que se alimentan.

Tabla 14.

Tabla 15.

respectivas tasas de transicion por transversion.

Proporcion de las variantes obtenidas de nuestras cohortes que, al anotarlas con los programas de anotacion

dio P o D D 0 B B co B enera
867 847 558 481 348 556 448 458 648 536 1161 1494
52.50% 54.20% 61.70% 62.20% 72.10% 63.50% 67.80% 65.80% 60.40% 63.70% 46.50% 41.90%
64.90% 67.70% 76.20% 76.50% 83.90% 75.90% 80.80% 79.30% 73.10% 78.40% 59.70% 56.10%

Conteo de variantes por tipo (SNP, inserciones y deleciones) realizado por el programa de anotacion SnpEff.

dio PxconSD » 0 » B B co B
697 690 433 366 274 452 349 349 502 410 968 1249
46 43 32 29 23 19 30 23 47 32 48 63
182 172 136 121 69 124 106 131 163 150 233 278
925 905 601 516 366 595 485 331 712 486 1249 1590

Conteo acumulado de los eventos de sustitucion nucleotidica en los sujetos de las cohortes del estudio y sus

dio P ) D 0 D B B Cco B enera
3,798 4,029 1,128 731 396 1,776 852 888 1,762 1,295 7,076 13,748
2,151 2,198 619 411 236 957 477 484 939 3,588 6,975
1.7657 1.833 1.8223 1.7786 1.6709 1.8558 1.7862 1.8347 1.8765 1.7936 1.9721 1.971
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Tabla 16. Numero de efectos de las variantes por region genémica en la que se localizan de acuerdo con SnpEff.
Regién General Suicidio Px con SDM DM DMIS DMsin IS ™ TB IS TBsinlIS IS SinlS Control
Rio abajo 330 | 13.41% | 215 | 15.01% | 170 | 12.49% (134 14.44% |115| 14.41% | 74 | 13.60% | 125 13.86% | 108 | 14.71% | 99 | 13.31% | 162 | 14.66% | 121 | 13.75% | 214 | 11.36%
Exén 268 | 10.89% | 132 | 9.22% | 130 9.55% 77 | 830% |68 | 8.52% | 39| 7.17% | 71 | 7.87% | 54 | 7.36% | 48 6.45% | 91 | 8.24% | 62 | 7.05% | 218 | 11.57%
Intergénicas 28 [ 10 |
Intrén 723 m
Sitio aceptor de splicing 3 [ 1]
Sitio donador de splicing 2 [ 0 |
Sitio de splicing 28 15 | _
Transcrito 227 9.22% | 149 | 10.41% | 124 9.11% 87 | 9.38% 9.27% | 54 | 9.93% | 91 | 10.09% | 76 | 10.35% | 73 9.81% | 111) 10.05% | 89 | 10.11% | 164 | 8.71%
Rio arriba 357 | 14.51% | 191 | 13.34% | 194 | 14.25% (130 14.01% [111| 13.91% | 66 | 12.13% | 120 ( 13.30% | 92 | 12.53% | 91 | 12.23% | 149 | 13.48% (111 | 12.61% | 282 | 14.97%
3'UTR 416 | 16.90% | 239 | 16.69% | 215 | 15.80% |154( 16.60% (138| 17.29% | 106 | 19.49% | 155 | 17.18% | 129 | 17.58% | 143 | 19.22% | 181 | 16.38% | 166 | 18.86% | 327 | 17.36%
SUTR ' 333% | 21 | 2.86% | 24 | 3.23% | 30 23 | 2.61%
Tabla 17. Numero de efectos de las variantes por tipo segun la region genédmica en la que se localizan. Datos de salida
de SnpEff.
Efecto por tipo de variante General Suicidio | PxconSDM DM DMconlIS | DMsinlS ] TBconlS TBsin IS IS SinlS Control
3'UTR 416 16.65% | 239 16.39% | 215 15.48% | 154 | 16.26% | 138 | 16.93% | 106 | 19.13% | 155| 16.85% | 129 17.39% | 143 | 18.82% | 181 | 16.12% | 166 | 18.47% | 327 | 17.11%
5'UTR ganancia de codén de iniclo prematuro 7 3 3 1 0 1 2 1 2 1 2 a
5'UTR 72| 2.88% | 30 [ 2.06% | 41 | 2.95% |22 | 2.32% | 23| 2.82% | 9 163% | 28 | 3.04% | 20 | 2.70% | 22 | 2.90% | 29 | 2.58% | 21 | 2.34% [ 52 [ 2.72%
Delecién conservadora en el marco de lectura 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Delecién disruptora del marco de lectura 4 3 2 1 1 0 1 1 0 1 0 3
Rio abajo del gen 330| 13.21% | 215| 14.75% | 170 | 12.24% | 134 | 14.15% [115( 14.11% 13.36% | 125 13.59% | 108 | 14.56% | 99 | 13.03% ([ 162 | 14.43% | 121 | 13.46% | 214 | 11.20%
Variante con cambio del marco de lectura 37| 148% | 19| 1.30% |12 | 0.86% | 7 | 0.74% | 5 | 0.61% | 4 | 0.72% | 5 | 0.54% | 4 | 0.54% | 3 5 |045% | 6 [067% | 28 | 1amk
Regién intergénica 28 | 112% | 18 | 1.24% | 17 | 1.22% | 12 | 1.27% | 10| 1.23% | 7 1.26% | 9 | 0.98% | 8 | 1.08% | 8 1.05% | 13 | 1.16% | 10 | 1.11% | 19 | 0.99%
Regién intragénica 227 9.08% |149] 10.22% [ 124 8.93% | 87 | 9.19% | 74| 9.08% | 54 | 9.75% | 91 | 9.89% | 76 | 10.24% | 73 | 9.61% | 111 9.88% | 89 | 9.90% | 164 | 8.58%
Intrénica 754
Cambio de sentido 115 a.60% | a6 | 3.16%
Exonica de transcrito no codificante 12 | 048k | 10 1
Sitio aceptor de splicing 3
Sitio donador de splicing 2
Region de splicing 3 ¢ |
Ganancia de codon de parada 4 [ o | n
Sinénima 98 | 3.92% | 5S4 | 3.70% | 60 | 4.32% | 38 | 4.01% | 32| 3.93% | 25 | 4.51% | 37 | 4.02% | 30 | 4.04% | 24 | 3.16% | 43 | 3.83% | 34 | 3.78% | 73 | 3.82%
Rio arriba del gen 357 14.29% | 191 | 13.10% | 194 | 13.97% | 130| 13.73% (111 13.62% | 66 | 11.91% | 120 13.04% | 92 | 12.40% 91 | 11.97% | 149 [ 13.27%| 111 | 12.35%| 282 | 14.76%
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8.5.3 Analisis de la distribucion de las variantes con base en su frecuencia
alélica, impacto funcional y gen en el que se localizan.

A la par de la anotacion funcional con SnpEff, este programa, automaticamente,

hace un analisis de la distribucion de las variantes que afectan los genes anotados

y genera una tabla como la que se muestra a continuacion (tabla 18).

Tabla 18. Recuentos del nimero de variantes que afectan a cada gen anotado por
cohorte.
OHO
DIO Q D D D 0 0
13 11 7 9 5 8 5 6 27 28
» 24 24 20 15 20 16 13 12 12 12 23 40
PO
A 54 47 40 32 25 36 83 103
0 14 4 7 6 21
B 28 28 18 15 16 14 10 15 15 11 34 43
D164 25 27 18 15 19 15 12 14 12 12 28 36
» 5
D 40 28 30 15 20 19 13 18 24 11 40 59
O 47 37 36 27 24 22 11 32 20 24 37 66
24 27 22 20 15 15 13 22 20 17 33 36
47 48 29 40 28 25 21 32 23 29 43 75
15 25 21 13 23 17 10 10 7 11 28 43
12 13 11 10 11 10 4 13 9 8 16 22
12 7 7 8 7 16 22
18 15 7 10 8 6 7 5 5 16 26
14 14 12 5] 11 11 7 12 20 24
13 14 11 8 11 10 7 8 6 6 18 23
O 26 16 15 10 9 29 42
39 24 32 21 29 29 18 22 19 20 38 51
57 48 43 31 38 18 33 24 28 71 85
28 27 25 20 20 19 11 17 14 19 46 52
D 16 24 15 16 14 11 9 16 9 12 31 41
20 12 15 12 15 13 9 11 8 11 25 39
40 46 31 29 31 22 18 24 24 25 57 65
31 30 21 17 16 12 10 22 16 14 41 53
37 26 23 23 15 15 10 16 17 20 48 65
41 46 32 29 29 28 16 21 25 26 71 83
50 49 36 20 17 17 10 34 24 23 58 84
17 16 11 10 4 10 9 17 24
13 7 5 9 8 8 14
49 56 34 38 39 32 28 36 29 28 66 82
27 41

Los cinco genes con mayor numero de variantes identificadas en todas las cohortes
de nuestro estudio y en los 96 sujetos secuenciados fueron SPTBN1, ARHGAPZ26,
MBP, PTK2 y RECK, en un orden intercambiable entre las diferentes cohortes.
Mientras que los cinco genes con menor cantidad de variantes afectando fueron
CD24, SKA2, APOE, ATP6VOE1E e IL6. En la cohorte de suicidio consumado, a
esta lista de genes con menor variacion se agrega SATT en el lugar de SKA2,
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mientras que en los de mayor numero de variantes RECK no aparece en la lista y
se agrega SLC4A4.

El numero de variantes por gen es proporcional a la longitud de los exones y sus
regiones 5’y 3’ no traducibles cubiertas durante la secuenciacién. La longitud de las
regiones genomicas cubiertas en cada gen puede consultarse en el anexo 8.

Asimismo, se realizd un conteo de las variantes categorizandolas, segun su
frecuencia alélica reportada por las bases de datos de los 1000G y GnomAD, en
raras (FA =<1%), poco frecuentes (FA > 1% y FA <=5%) y comunes (FA > 5%).
GnomAD cuenta unicamente con informacion de exomas, por lo que las variantes
contenidas aqui pertenecen a variantes que afectan regiones codificantes por lo que

tienen un efecto sobre la proteina.

Los genes con mayor carga de variantes raras son SPTBN1 en las cohortes de
suicidio, pacientes con sindromes depresivo mayor y la de pacientes con depresion
mayor con ideacion suicida, GSK3B y PCDH9, el primero en las cohortes de
depresion mayor sin ideacion suicida y el segundo en las cohortes de trastorno

bipolar y trastorno bipolar sin ideacién suicida.

En cuanto a los genes con mayor carga de variantes raras en regiones codificantes
estan RECK en la cohorte de suicidio, MBP en la cohorte de pacientes con ideacion
suicida y pacientes con sindromes depresivo mayor, PTK2 en la cohorte de
depresion mayor con ideacion suicida, GSK3B en la cohorte de pacientes sin
ideacion suicida, FOXN3 en la cohorte de depresion mayor y trastorno bipolar con
y sin ideacion suicida y, por ultimo, PIK3RS5 en la cohorte de pacientes con depresion
mayor sin ideacion suicida. Las variantes raras son importantes debido al impacto
que tienen sobre la funcion de la proteina y la penetrancia en fenotipos complejos
como lo son las enfermedades psiquiatricas y el suicidio. RECK, MBP y PTK2,
como ya se habia mencionado, son de los genes con mayor longitud en sus exones

y que, por lo tanto, tienen mayor carga de variantes en general. Por ello, una mayor
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cantidad de variantes raras en estos genes podria no reflejar un mayor papel de
este gen sobre el fenotipo.

Con respecto a los genes con mayor carga de variantes poco comunes aparecen
genes como SPTBNT1 en las cohortes de suicidio, pacientes con ideacion suicida y
controles; ARHGAP26 en las cohortes de pacientes con ideacion suicida, con
sindrome depresivo mayor y en las cohortes de trastorno bipolar con y sin ideacion
suicida; por su parte, el gen BCLZ2 tiene la mayor carga de variantes en las cohortes
de pacientes sin ideacion y depresion mayor con y sin ideacion suicida. Sobre las
variantes poco frecuentes en regiones codificantes, el gen SPTBN1 tiene la mayor

carga de variantes de esta categoria en todas las cohortes del estudio.

Finalmente, la carga de variantes comunes en general y las que se encuentran
solamente en regiones codificantes es mayor en genes como SPTBN, ARHGAPZ26,
MBP, PTK2, SLC4A4 y PIK3RS, los cuatro primeros coinciden con la lista de los 5
genes en los que se identificaron mayor numero de variantes y los ultimos dos estan
dentro de los 10 genes que tienen mayor numero de variantes identificadas en

nuestro estudio.

Es relevante mencionar que estos resultados deben tomarse con precaucion, ya
que estos datos se obtienen de bases de datos las cuales no cuentan con la
informacion completa de la totalidad de las variantes de nuestro set de datos, por lo
cual estos recuentos solo fueron hechos con aquellas variantes que tienen

reportada la frecuencia alélica poblacional global.

Pasando al recuento de variantes con impacto funcional con los programas de
prediccion, se obtuvo que el numero de variantes dado por SIFT y Poly-Phen 2 es
menor que el dado por CADD, esto debido a que los dos primeros solo toman en
cuenta substituciones de un solo nucleétido y CADD lo hace también con indels y
variantes en regiones no codificantes. Menos del 10% de las variantes identificadas
en cada cohorte tienen un efecto deletéreo o dafino segun SIFT y Poly-Phen 2.

93



En la tabla 20 se compara el numero de variantes que tienen consecuencia funcional
entre las cohortes del estudio. En ésta se muestra que los pacientes con ideacion
suicida presentaron un mayor numero de variantes deletéreas o dafiinas que las
cohortes de pacientes sin ideacion suicida. También se exhibe que, en todas las
cohortes, una baja proporcion de esas variantes se encuentran anotadas como

raras.
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Tabla 19. Distribucion de las variantes de acuerdo con su frecuencia alélica reportada en las bases de datos de los 1000
Genomas y GnomAD (Genome Aggregation Database) en las cohortes de estudio y el gen con mayor carga de variantes de
cada categoria.

Suicidio IS Sin IS DM DM con IS DMsin IS 8 T8 con IS T8 sin IS Px con SOM Controles

1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD 1000G gnomAD
Variantes raras (AF <= 1%) 6 £l 28 P BE 20 28 pE| 12 16 16 8 2 19 14 9 14 13 61 37 100 54 158 83
NI EIG ERETETICEYCTEC I sprent | Reck |sprant| mee | eskas | eskas | askas | roxns Jserent] erka | cskas | pikars | peono | roxns | pcowo | Foxns | cskas | roxna | cskss | mee | Foxns | roxns | serent| mep
Variantes poco frecuentes (AF =1-5%) 66 3 17 0| » 12 2 17 P! 13 14 6 1% 1! 3 18 18 6 n 38 9 19 125 53

(NG ERETETEET IR CITENICER Sprant | spTent Jawwas| sprent | e | serent | g2 | nert | ge2 | s | o2 Joskases fawwas | SPTBNL | wwwwzs | SPTENL | miwss | SPTEND | wwwwzs | SPToND | serent | sprent | serent | serent
Variantes comunes (AF > 5%) 20 | w3 Joar | 9 | wo] w w | & fm| o fwm| & 19 | 8 166 7% 169 83 21 08 | 28 | w | 130

General

Gen con nmero de variantes comunes SPTBNL| PIK3RS | MBP | PIK3RS JSLCAAM Y PIK3RS | MBP* | PIK3RS | MBP | PTK2 | SLCAAA IPIK3RS | SPTENL ] PIK3RS | PIK3RS | PIK3RS | PIK3RS | PIK3RS | SPTENL | PIK3RS | SPTENL] PIK3RS | SPTBNI | PIK3RS

*MBP, SPTBN1
*IL6, MBP, PIK3R5 y SPTBN1.
*GSK3B, PCDH9, PKP4, SPTBN1, AKT1S1

Tabla 20. Clasificacion de las variantes de acuerdo con su impacto funcional predicho de acuerdo con SIFT, Poly-Phen-2
por CADD.

Suicidio DM con IS
MAF < 1% MAF < 1% MAF < 1% MAF <1

DMsin IS
Totales|

TB con IS
Totales

TBsin IS
Totales

Px con SDM
Totales

Controles
Totales

Totales Totales Totales

Variantos predichas como deletéreas y varinies - g ISP IYSS INPIN IPYRN RPN NPYRN INPYRN REVEN IR IRTHN INCN REYSN INPUN ARV NP HYSN BUEN TSN IPO IR
que truncan la proteina con SIFT y Poly-Phen-2

Variantes predichas como dafinas por punaje de CADD Ryl SRSTRRN NTNN ICRN IS NI IV (NPSRN IEVRN BRI ID"SN IRPT IS ERPEN VSN PR VR IEPYR IRV PR [PYPRN I

(Combined Annotation Dependent Depletion)
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8.6 Analisis de conjuntos entre las cohortes del estudio

Para el analisis de conjuntos se utilizaron unicamente variantes ya existentes en las

bases de datos que tuvieran identificadores ya asignados. Con esto, se obtuvieron

variantes exclusivas y compartidas entre las cohortes de suicidio, ideacion suicida

y trastornos psiquiatricos.

8.6.1 Variantes exclusivas

8.6.1.1

Variantes exclusivas de la cohorte de suicidio consumado

Empezando con las variantes exclusivas de la cohorte de suicidio consumado, se

obtuvieron 125 variantes unicas, de las cuales 42 tienen efectos regulatorios, ya sea

que estan afectando promotores, potenciadores, sitios de union a factores de

transcripcion o sitios de cromatina abierta; 11 tienen un efecto de cambio de sentido
sobre los productos de genes JUN, GBP1, PCDH9, FOXN3, MBP, SLC4A4, PTK2,
RECK'y PTEN (tabla 12). Los genes con mayor carga de variantes exclusivas de
esta cohorte son SPTBN1 (12), PTEN (11) y MBP (8). En el anexo 9 se enlistan

estas variantes con su anotacion funcional. Las variantes con efecto regulatorio

pueden consultarse en el anexo 10.

Tabla 21. Variantes con cambio de sentido exclusivas de la cohorte de suicidio.
ID Alelo Consecuencia GEN AA Codon 1000G AF gnomAD AF
rs1232590837 T Cambio de sentido JUN G/S Ggc/Agc - 0
rs17130717 G Cambio de sentido GBP1 E/D gaG/gaC 0.009 0.01994
rs957266665 T Cambio desentido| PCDH9 AT Gcet/Act - 3.98E-06
rs774391467 A Cambio desentido | FOXN3 K/M aAg/aTg - 3.98E-06
rs114952201 T Cambio de sentido MBP A/T Gct/Act 0.0254 0.005853
rs761573966 G Cambio desentido | SLC4A4 VA% Att/Gtt - 0.0001356
rs72650362 G Cambio desentido | SLC4A4 K/R aAg/aGg 0.0016 0.002114
rs1386740836 C Cambio de sentido PTK2 N/D Aac/Gac - -
rs139893051 A Cambio desentido RECK AT Gee/Acc 0.0098 0.001454
rs375477269 A Cambio de sentido RECK V/I Gtt/Att 0.0002 9.50E-05
rs889404566 A Cambio de sentido PTEN AT Gca/Aca - -
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86.1.2 Variantes exclusivas de las cohortes de ideacion suicida

Ademas, se obtuvieron las variantes unicas de la cohorte de pacientes con sindrome
depresivo mayor con ideacion suicida con un total de 83. De estas, 41 tienen algun
efecto regulatorio, principalmente afectando promotores y regiones donde la
cromatina esta abierta. Ademas, 5 de dichas 83 tienen un efecto de cambio de
sentido afectando los productos de los genes MBP (rs145141322), SLC4A4
(rs1231291191), IL6 (rs879867167), PTK2 (rs185796736) y SAT1 (rs145980431).
La informacién de estas variantes pueden consultarse en la tabla 22. Los genes con
mayor carga de variantes unicas en la cohorte de ideacion suicida son RECK (10),
CD47 (6), MBP (6), PTEN (6) y FOXN3 (5). En el anexo 11 se enlistan estas

variantes con su anotacion funcional.

Tabla 22. Variantes con cambio de sentido exclusivas de la cohorte de pacientes
con sindrome depresivo mayor con ideacion suicida.
ID Alelo Consecuencia Gen AA Codén  1000G AF gnomAD_AF
rs145141322 T Cambio desentido| MBP G/R Gga/Aga | 0.0026 0.003618
rs1231291191 T Cambio desentido | SLC4A4 P/L cCg/cTg - 4.01E-06
rs879867167 G Cambio desentido| IL6 D/G gAc/gGce - -
rs185796736 C Cambio desentido| PTK2 S/C tCt/tGt 0.0002 | 0.0002392
rs145980431 A Cambio desentido| SAT1 AT Gcee/Acc 0.0003 | 0.0002852

De acuerdo con las bases de datos, estas variantes exclusivas son extremadamente
raras en la poblacidn global, por lo que su influencia en el fenotipo que estamos

estudiando podria ser relevante.

8.6.2 Variantes de riesgo de suicidio.

Se identificaron 18 variantes que se comparten unicamente entre las cohortes de
pacientes con sindrome depresivo mayor con y sin ideacion suicida y las cuales
podrian representar importantes factores de riesgo para que los pacientes que
padecen ya sean, depresion mayor o trastorno bipolar, desarrollen ideacion suicida.
De estas 18 mutaciones, 3 tienen efectos regulatorios principalmente sobre sitios

de unién a factores de transcripcion, mientras que ninguna tiene impacto sobre la
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secuencia de la proteina. Estas variantes son primordialmente inserciones y
deleciones que estan afectando regiones no codificantes, mayormente intrones y
regiones rio abajo y arriba de los genes analizados. El ID de estas variantes puede

consultarse en la tabla 23.

Tabla 23. Variantes que se comparten uUnicamente entre las cohortes de
pacientes con sindrome depresivo mayor con y sin ideacion suicida
ID Alelo Consecuencia Gen 1000GAF gnomAD AF

rs5786797 TITTTTTTTTTTT 3'UTR PTEN - -
rs73578684 G Rio abajo PAFAH1B2| 0.0222 -
rs45628435 T Rio abajo PAFAH1B2| 0.6713 -
rs578092015 TITTTTTTTTTTT intrén PIK3R5 - -
rs199646264 T intrén ALDH3A2 - -
rs34160909 - intrén ALDH3A2 [ 0.6757 -
rs118120854 A Rio arriba SKA2 0.0024 -
rs201462458 AAAAAAAAAA 3'UTR CD47 - -
rs765636640 | AAAAAAAAAAAA 3'UTR CD47 - -
rs59156758 AAAAAAAA 3'UTR GSK3B - -

rs72546692 TITTT Intrén GSK3B - 1.22E-05
rs1009894349 AAAAAA 3'UTR ARHGAP26 - -
rs11464275 TITTTTIT Intrén PTK2 - -
rs369382658 TTTTT Intrén PTK2 - -
rs111307343 AAAAAAAAAA Intrén PTK2 - -

rs398113450 TITTTTTTTT Intrén RECK - 0.001541
rs5786797 TITTTTTTTTT1TT Rio abajo PTEN - -
rs16657 ACTCAC Rio abajo PGK1 - -

Adicionalmente, se obtuvieron 17 variantes que se comparten entre pacientes con
sindrome depresivo mayor con y sin ideacion suicida y con los sujetos que
consumaron el suicidio. De éstas, 9 tienen efectos regulatorios afectando
principalmente promotores y sitios de unién a factores de transcripcion. Ninguna de
estas variantes tiene efecto sobre la secuencia de la proteina, pues se encuentran
en regiones no codificantes. Los detalles de estas variantes se muestran en la tabla
26. Estas variantes podrian representar factores genéticos de riesgo que lleven a
un paciente con sindrome depresivo mayor a desarrollar ideacion suicida incluso a

consumar el suicidio.
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Tabla 24. Variantes compartidas entre pacientes con sindrome depresivo mayor
con y sin ideacion suicida y con los sujetos que consumaron el suicidio.

ID Alelo Consecuencia Gen 1000G AF gnomAD AF
rs1407816 A 5'UTR JUN - -
rs3833546 G 5'UTR JUN - -

rs201866164 TTTTITTTT 3'UTR PTEN - -
rs35139041 TTITTTTIT Intrén PAFAH1B2 - 1.33E-05
rs10535646 TGC Rio arriba PAFAH1B3 - -
rs145915181 T Rio arriba FOXN3 0.0459 -
rs1423181817 | AAAAAAAAAAAA 3'UTR CcD47 - -
rs17246737 G Intréon GSK3B 0.0679 -
rs573709990 AAAAAAA 3'UTR ARHGAP26 - -
rs3831331 TATA Intrén CD164 0.9497 -
rs77504265 A Intréon CD164 0.0525 -
rs1360856660 | TTTTITTITTIITT 3'UTR MARCKS - -
rs1491209603 - 3'UTR MARCKS - -
rs13251272 C Intrén PTK2 0.3584 -
rs142846460 AAAAAAA Intréon RECK - -
rs879128364 TTITTTTIT 3'UTR RECK - -

Finalmente, se identificaron 12 variantes que se comparten unicamente en los
pacientes con sindrome depresivo mayor con ideacion suicida y los sujetos que
consumaron el suicidio, los cuales podrian ser factores genéticos determinantes
para que un paciente con conductas suicidas esté en mayor riesgo de consumar el
suicidio. De estas 12 mutaciones, dos afectan regiones regulatorias (promotores) y
dos mas son variantes que afectan regiones codificantes, la mutacioén rs61737992
(ALDH3A2) y rs61742988 (MBP). La lista de estas 12 variantes y sus anotaciones
estan en la tabla 25.

Tabla 25. Variantes compartidas entre los pacientes con sindrome depresivo
mayor con ideacion suicida y los sujetos que consumaron el suicidio.

ID Alelo Consecuencia Gen AA Coddn SIFT PolyPhen 1000G AF  gnomAD AF
rs61737992 T Cambio desentido | ALDH3A2 P/S Cec/Tec | tolerated bening 0.0024 0.004275
rs140093696 | TGTGTGTGTGTGT 3'UTR BCL2 - - - -
rs61742988 A Cambio desentido MBP G/C Ggt/Tgt del low confidence - 7.96E-06
rs185473101 A 3'UTR SPTBN1 - - - 0.0026
rs117960314 A Intrén CD47 - - - - 0.013
rs774554495 T 3'UTR ARHGAP26 -
rs1411296300 TITTTIT 3'UTR ARHGAP26
rs1206620021 C 3'UTR CD24
rs962110395 A 3'UTR MARCKS
rs1327272335 TITTT Intrén RECK -
rs149920089 A Intrén RECK - - - - 0.0072
rs2072745 G 3'UTR MAOB
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8.6.3 Variantes seleccionadas para evaluarlas mediante gPCR en pacientes
psiquiatricos

Después del analisis de llamado de variantes y hecho el resumen de los hallazgos
en las cohortes, se procedié a seleccionar tres variantes del VCF de la cohorte de
suicidio consumado que cumplieran con los criterios previamente descritos en la
metodologia. Las tres variantes se localizan en regiones codificantes en tres
diferentes genes: MBP, ALDH3A2 y SLC4A4. Estos polimorfismos tienen un
impacto sobre la funcion del producto de estos genes de acuerdo con las
anotaciones de SIFT y Poly-Phen-2 hechas con VEP. Sin embargo, solo las
variantes rs470797 y rs1062677, se han asociado previamente con fenotipos
relacionados a afectaciones en el Sistema Nervioso Central.

El criterio mas importante para la seleccion de estos polimorfismos fue que
exhibieran diferencias entre las proporciones genotipicas de las cohortes de sujetos
que consumaron el suicidio y los controles sanos. En el caso del polimorfismo
rs470797 en el gen MBP, la proporcion de homocigotos del alelo ancestral G
(50.0%) es menor en el grupo de suicidio consumado que en el grupo control
(75.0%), mientras que la proporcion de los heterocigotos G/A (46.1%) es mayor en
este grupo en comparacion con la proporcion de este genotipo (21.0%) grupo

control.

Por su parte, el polimorfismo rs1800869 en el gen ALDH3AZ tiene una diferencia
sutil en la proporcidn genotipica de los grupos de suicidio y controles. En donde las
proporciones de los homocigotos del alelo variante G con 8.7% y los heterocigotos
C/G con 37.5% son mayores en el grupo de casos que en el de controles, en donde
los homocigotos del alelo G estan en una proporcion de 4.3% y de 34.8% para
heterocigotos.

En cuanto al polimorfismo rs1062677 en el gen SLC4A4, los homocigotos del alelo
ancestral A estan una proporcion menor en el grupo de casos (15.4%) que en el
grupo de controles (41.3%). Sin embargo, los heterocigotos A/C (61.5%) y los
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homocigotos del alelo variante C (23.1%) del grupo de casos se encuentran en una
mayor proporcion que en el grupo de controles. En este ultimo grupo, los
homocigotos del alelo C estan en una proporcion de 45.7% y los heterocigotos en
una proporcion de 13.0%. La informacidn anterior puede revisarse en la tabla 26. La

localizacion de los polimorfismos seleccionados en el gen se muestra en la figura
15.

Tabla 26. Polimorfismos seleccionados a partir de las variantes obtenidas del
analisis bioinformatico y que fueron posteriormente evaluadas mediante PCR tiempo
real en el objetivo 3.

GTSCD (%) GT CTRL (%)
H-R HET H-A H-R HET H-A
rs470797 | MBP G/A | 5/9 | 0.2 | Cambio de sentido | aCg/aTg | T->M |Deletérea| Pos. daiiina | Volumen cerebral |50.0{46.1 3.9 {75.0|21.0| 4.0
rs1800869 | ALDH3A2 | C/G | 6/9 | 0.25 | Cambio de sentido | tgC/tgG | C->W | N/A | Pos. daiiina N/A 54.2(37.5 8.360.9[34.8( 4.3
rs1062677 | SLC4A4 | A/C [25/25]|0.34 | Cambio de sentido | Ata/Cta | I->L |Deletérea N/A Retraso mental |15.4|61.5/23.1/41.345.7/13.0

Gen  Ref/Alt Exén MAF  Consecuencia Codon AA SIFT  Poly-phen-2 Fenotipo asociado

Cobhorte suicidio: n=26
Cohorte control: n=48
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Figura 15. Localizacion de los SNP rs470797(MBP), rs1800869 (ALDH3A2) y rs1062677(SLC4A4) en sus respectivos genes. Se
representa la estructura de los genes y posicidn en la que se ubican las variantes seleccionadas para evaluar en los pacientes psiquiatricos
y controles mediante PCR tiempo real: a) estructura del gen MBP, b) estructura del gen ALDH3AZ2 y c) Estructura del gen SLC4A4. En cada
esquemas se anotaron los exones incluidos en el transcrito en que la variante tiene el efecto de cambio de sentido, asi como elementos

regulatorios o modificaciones epigenéticas reportadas en las bases de datos. 102



8.7 Analisis de las frecuencias alélicas, genotipicas, Odds ratio y equilibrio de
Hardy Weinberg de los SNP seleccionados

8.7.1 Analisis de frecuencias alélicas en los SNP seleccionados

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos rs470797, rs1080869 y rs1062677
en los grupos de casos (pacientes psiquiatricos con y sin ideacidon suicida), y
controles se representan en la tabla 27.

En el caso del polimorfismo rs18000869, el alelo mas frecuente tanto en casos
(76%) como en controles (73%) fue el alelo C ancestral y no se observaron
diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de ambos grupos (X?*=0.83,
df=1, p=0.36).

Para el SNP rs1062677 tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas (X?=0.61, df=1, p=1.14) entre las frecuencias alélicas del grupo de
casos Yy controles, en donde el alelo ancestral C fue el mas frecuente en ambos
grupos, 63% en casos y 60% en controles.

Respecto al polimorfismo rs470797, el alelo mas frecuente fue el ancestral (G), en
casos (74%) y en controles (81%) observandose una diferencia significativa en las
proporciones alélicas entre casos y controles (X?=4.01, df=1, p=0.05). Los alelos del
polimorfismo analizado en esta poblacion mostraron un OR de 1.21, el cual no fue
estadisticamente significativo (Cl 95%=0.79-1.88).
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Frecuencias alélicas de los polimorfismos rs1080869, rs1062677 y

0.36

0.43

0.05

OR

0.842

1.14

1.486

df Cl195%

1 0.582-1.219

1 0.82-1.585

1 1.007-2.191

Tabla 27.
rs470797 en casos (grupo de pacientes psiquiatricos con y sin ideacién suicida) y
controles.
SNP Alelos Casos f(A) Control f(A) X2
n 154 141
r$1800869 C 234 |0.76 205 0.73 0.83
G 74 0.24 77 0.27
Total 308 1 282 1
n 155 145
s 1062677 A 182 | 0.63 183 0.6 061
C 124 | 0.37 107 04
Total 306 1 290 1
n 154 145
1470797 G 227 |0.74 183 0.81 401
A 81 0.26 55 0.19
Total 308 1 290 1
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8.7.2 Analisis de proporciones genotipicas de los SNP seleccionados

8.7.21 Polimorfismo rs1080869

El polimorfismo rs1080869 no mostréd diferencias significativas entre las
proporciones genotipicas de los grupos de casos y controles (X?=1.39, df=1,
p=0.2389). El genotipo mas frecuente en ambos grupos fue el homocigoto del alelo
ancestral (C/C), en casos con el 56.5% y en controles con el 49.6%). El grupo control
se encuentra en EHW. Las frecuencias genotipicas de ambos grupos se detallan en
la tabla 28.

Tabla 28. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos rs1080869 en el gen
ALDH3A2 en casos (grupo de pacientes psiquiatricos con y sin ideacién suicida) y
controles.

Genotipos Casos Controles G p OR Cl 95%
n 154 141
C/iC 87 (56.5%) | 70 (49.6%)
C/IG 60 (39.0%) | 65 (46.1%)
G/G 7 (4.5%) 6 (4.3%)
Equilibrio de Hardy - Weinberg (EHW)(p>0.05)

1.39 0.2389 0.759 0.480-1.201
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8.7.2.2

Polimorfismo rs1062677

El SNP rs1062677 mostro diferencias significativas entre las proporciones

genotipicas de los grupos de casos y controles (X?=1.96, df=1, p=0.16195). El

genotipo mas frecuente en casos y controles fue el heterocigoto A/C con el 58.0%

y el 45.1%, respectivamente. Las frecuencias genotipicas de ambos grupos pueden

consultarse en la tabla 29.

Tabla 29.

Frecuencias genotipicas de los polimorfismos rs1080869 en el gen

ALDH3A2 en casos (pacientes psiquiatricos con y sin ideacion suicida) y controles.

Casos
145

Genotipos

Controles
144

AIA 51 (35.2%)

59 (41.0%)

AIC | 84 (58.0%)

65 (45.1%)

20 (13.8%)

21 (13.9%)

1.96

Cl 95%

0.16195 1.399 0.873-2.24

Equilibrio de Hardy - Weinberg (EHW)(p>0.05)
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8723 Polimorfismo rs470797

Por ultimo, en el analisis de proporciones de las frecuencias genotipicas entre el
grupo de casos y controles para el polimorfismo rs470797, el genotipo mas
frecuente en casos y controles fue el homocigoto del alelo ancestral C/C. Al igual
qgue lo observado en el analisis de proporciones de las frecuencias alélicas, se
observaron diferencias significativas en las proporciones genotipicas del grupo de
casos Yy controles (X?=4.06, df=1, p=0.04386). La proporciéon del genotipo
homocigoto del alelo ancestral C fue de 53.2% en casos y 65.2% en controles;
asimismo, la proporcidon de heterocigotos fue mayor en casos, con 40.1%, que en
controles con el 32.0%. También, la proporcion genotipica de homocigoto del alelo
variante fue mayor en el grupo de casos con el 6.7% sobre el 2.8% de los controles.
Por ultimo, se obtuvo la razén de momios (OR=1.616, Cl 95% 1.012-2.579) del
homocigoto del alelo alternativo G y el heterocigoto la cual indicé una asociacion
estadisticamente significativa con las enfermedades psiquiatricas que eleva el 0.616
veces el riesgo de desarrollarlas. Debido a que el grupo de casos esta conformado
tanto por pacientes con sindrome depresivo mayor y otras enfermedades (como
trastorno obsesivo compulsivo, esquizofrenia, etc.) con y sin ideacion suicida,
todavia no se puede establecer una asociacion especificamente con la ideacion ni
las conductas suicidas. La tabla 30 da mas detalles al respecto del analisis realizado
para este polimorfismo.

Tabla 30. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos rs470797 en el gen MBP
en casos (pacientes psiquiatricos con y sin ideacion suicida) y controles.

Genotipos Casos Controles OR Cl 95%
N 154 141
C/C 82 (53.2%) | 92 (65.2%)
63 (40.1%) | 45 (32.0%)
9 (6.7%) 5 (2.8%)

Equilibrio de Hardy - Weinberg (EHW)(p>0.05)

4.06 0.04386 1.616 1.012-2.579
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9 Discusion
9.1 Control de calidad de las lecturas de secuenciacion

El set de datos crudo con el que se hizo el analisis bioinformatico para el desarrollo
de este trabajo de tesis puede ser considerado de alta calidad debido a que se
produjeron poco mas de 23 millones de lecturas. La proporcion de llamados de base
de nuestras lecturas con puntajes de calidad igual o mayor a 30 coincide con lo
reportado en la literatura. El autor menciona que las corridas de secuenciacion en
un MiSeq tienen como rendimiento entre 12-30 millones de lecturas y con al menos
el 75% de los llamados de base superando el Q30 (DiStefano, 2018).

Aunque de manera global, el dataset se considera de buena calidad, se obtuvieron
muestras con un bajo rendimiento, unas en cuanto al numero de lecturas producidas
y otras en cuanto a la calidad en los llamados de bases de las lecturas. Como se
menciono anteriormente, las muestras S10 (29,077), S55 (11,975) y S59 (13,137)
tenian una cantidad de lecturas de poco mas de 200,000 por debajo de la media
(244,636). De acuerdo con el fabricante, el minimo de lecturas que debe generarse
a partir de una muestra es de 5 millones, sin embargo, esto depende de la aplicacion
que se les dara a los datos y para un llamado de variantes de linea germinal que
necesita profundidades de mas de 30X, dicho cantidad resulta insuficiente, ya que
la deteccion de los alelos variantes depende de la cantidad de secuencias que
mapeen en el locus en cuestion (McKenna et al., 2010). En estas tres muestras, el
30X de profundidad solo se obtuvo en una fraccidn de las regiones gendmicas
blanco menor al 35%. Con base en lo anterior, en futuros proyectos que usen los
datos de las variantes obtenidas del analisis bioinformatico, cualquier
descubrimiento hecho en estos sujetos debera tomarse con precaucion y ser
validadas por otros métodos de secuenciacion.

Un punto a favor de las variantes obtenidas en este proyecto es que fueron llamadas
con un método que no utiliza unicamente las lecturas de una sola muestra para

hacer un llamado de variante, sino que éste se hace tomando las lecturas de todas
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las muestras de la cohorte que hay sobre un locus especifico. A esta modalidad de
hacer este analisis se le conoce como genotipificacion en conjunto o fjoint-
genotyping’ (Poplin et al., 2017). En la literatura se menciona que esta modalidad
de llamado de variantes, en donde se toman en cuenta los datos de multiples
muestras simultdneamente, ayuda a compensar la baja profundidad de
secuenciacion en muestras individuales, con lo cual se incrementa el poder de
descubrimiento. Los autores lo proponen como estrategia viable para estudios de
fenotipos complejos como lo es el nuestro y actualmente se considera una buena
practica para el llamado de variantes que se utilizaran para diagnostico clinico
(Koboldt, 2020; Li et al., 2011).

Adicional a las muestras ya mencionadas, se obtuvieron otras dos muestras (S39 y
S71) que en cantidad de lecturas no presentaba problemas, sin embargo, al
momento de mapear a la referencia menos del 33% alineaban. Revisando los
archivos de salida del programa FASTQC se encontré que las lecturas tenian
calidades Q < 20 practicamente a lo largo de todas las secuencias. Nuestros
resultados coinciden con lo descrito en la literatura en donde se menciona que la
calidad de los datos es afectada por la sobreclusterizacion en la celda de flujo, lo
que causa sobrecarga de las intensidades de la sefial, produciendo una disminucién
de la relacion intensidad base con respecto a la del fondo, provocando errores en
los llamados de bases. Estos errores en las secuencias son los causantes de la baja
proporcion de lecturas mapeando la referencia y de la pésima profundidad de
cobertura (DiStefano, 2018).

Se decidid que ninguna de las 96 muestras pasara por un proceso de recorte a
pesar de la mala calidad que tienen. De acuerdo a la literatura y a la documentacion
del GATK, el proceso de limpieza de datos crudos es necesario solamente cuando
las lecturas contienen adaptadores de secuenciacion para evitar introducir
artefactos en los alineamientos y obtener llamados de variante falsos positivos. En
nuestros datos de secuenciacion crudos no se encontraron adaptadores (DePristo
et al., 2011). Adicional a lo anterior, la aplicacion de este paso de recorte podria
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afectar la proporcion de lecturas que apoya cada llamado de variante, reduciendo
la profundidad de las regiones blanco. Esto afectaria principalmente a aquellas
muestras con muy pocas lecturas disponibles. Asimismo, en otro articulo donde
comparan los resultados entre un llamado de variantes en genomas de bacterias en
los que se uso un set de lecturas procesadas y otro no procesado, se obtuvo que
no hay diferencias entre los conjuntos de variantes obtenidos a partir de dichos
datos (S. J. Bush, 2020).

9.2 Mapeo de las lecturas contra el genoma de referencia

A pesar de la mala calidad y baja cantidad de lecturas de las cinco muestras ya
mencionadas, la calidad de mapeo (MQ) de las lecturas que si alinearon con el
genoma de referencia estuvo muy por encima de lo recomendado en la literatura
(una MQ por encima 40 es suficiente para realizar llamados de variante confiables).
Esto también se observo con las otras 91 muestras de buena calidad. Nuestros
resultados coinciden con el rendimiento esperado para el programa BWA-MEM de
acuerdo con este mismo autor (Zanti et al., 2021). Otros autores mencionan que el
parametro MQ no es robusto ya que se ha visto que a pesar de haber mismatches
o incompatibilidades en los alineamientos debido a bases de mala calidad, estos no
afectan este parametro y se siguen generando MQ de 60, por lo cual se recomienda
realizar el mapeo contra la referencia con diferentes herramientas y comparar los
datos de salida, incluidas las variantes que se obtengan de dichos alineamientos
(Chon & Huang, 2021).

9.3 Analisis de llamado de variantes

9.3.1 Llamado de variantes y control de calidad

Comparando nuestros resultados del llamado de variantes por cohorte de las 96
muestras con los de un analisis similar usando datos de secuenciacion simulados
para 5,200 muestras a partir de datos de una corrida real de un panel de 11 genes
sobre 26 pacientes. Nuestros resultados referentes al numero de variantes crudas
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(pre-filtro) no coinciden con lo obtenido por De Summa y cols. (2017), ya que estos
obuvieron cantidades similares de SNV e indels en su set de datos, mientras que
en el nuestro se obtuvieron alrededor de 5 veces mas SNV que indels. Sin embargo,
esta diferencia en las porporciones de SNV e indels entre ambos datasets pudiese
deberse a sus distintos origenes y a la profundidad de secuenciacion utilizada. Por
otra parte, las proporciones de SNV e indels post-filtro reportadas por los autores
son similares a las nuestras. La tasa de SNV por indels (4.976 SNV/indel)
identificada coincide con lo observado en estudios de genoma completo (Auton et
al., 2015). Ademas de esto, contrasta la proporcién que ellos mantuvieron de SNV
posterior a la aplicacién de los filtros estrictos, los cuales toman en cuenta las
mismas anotaciones que nuestro proceso. Por otro lado, en nuestra investigacion
no se perdid una proporcion tan alta de indels como la que reportan estos mismos

autores.

El numero de variantes aqui obtenidas pre y post-filtro (3,573 pre-filtros y 1,494 post-
filtros en 165,641 pb cubiertas) difiere de lo obtenido por Sikkema-Raddatz y cols.
(2013), quienes obtuvieron 21,000 variantes en 323,651 pb cubiertas por un panel
de 12 genes (solo regiones codificantes) en 84 pacientes. Tal diferencia en los
resultados se debe a que estos autores secuenciaron el doble de pares de bases
con 8 veces mas profundidad, lo que sugiere que la forma de aumentar el poder de
descubrimiento de variantes es mediante el aumento de la profundidad de cobertura

de secuenciacion.

9.3.2 Anotacion funcional

Comparando la eficiencia de anotacion funcional del set de variantes completo con
lo reportado en la literatura, se observé que la proporcion de variantes ya conocidas
esta por debajo de lo reportado por varios autores. Conjuntos de variantes obtenidas
de secuenciacion exomas completos anotados unicamente con las bases de datos
dbSNP, HapMap-3 y 1000G pueden conseguir la anotacion de mas del 89.89% de
las variantes (DePristo et al., 2011). Por otro lado, otro autor reporta que, en un

estudio en pacientes con Alzheimer, sets de variantes anotados con dbSNP y ExAc
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(ahora llamado GnomAD) se obtuvieron proporciones entre 58.82-59.02%
(Butkiewicz et al., 2018), lo cual coincide con lo observado en nuestro proceso de
anotacion funcional con ambas herramientas (principalmente VEP) las cuales se
alimentan también de dichas bases de datos (56.10%).

Sobre la fraccion de variantes novel que identificamos (43.9%), otros investigadores
reportan el hallazgo de proporciones similares de variantes nuevas, Burns y cols.
(2017) reporta un 34%, mientras que Butkiewicz y compafiia (2018) mencionan un
38.82%. También hay reportes de investigaciones que utilizan paneles de genes en
los que se han encontrado desde 48.5% hasta 90% de variantes nuevas dentro de
sus sets de datos (Bush et al., 2016; Lek et al., 2016; Nelson et al., 2012; Walter et
al., 2015). Aunque los porcentajes de nuevas variantes son altos, esto deberia
depender ampliamente del grado de estudio de los genes que se estan estudiando
y la cantidad de registros en las bases de datos utilizadas para hacer la anotacion.

Las regiones gendmicas mas enriquecidas en la cohorte de suicidio y en el set de
variantes global de las 96 muestras son las regiones intrénicas (30%), las 3'UTR
(16.69%), las regiones rio arriba (13.34%), rio abajo (13.41) y las exonicas (9.22%).
Mientras que las regiones menos enriquecidas son las intergénicas (1.14%), sitios
de splicing (1.54%) y las 5’UTR (2.30%). Nuestros resultados coinciden con lo
reportado para un set de variantes obtenido de una secuenciacion de exoma
completo en una enfermedad compleja, especialmente en las proporciones de
variantes en las regiones intronicas, regiones rio arriba y abajo, en los sitios de
splicing (donadores y aceptores) y en las regiones 5’ no traducibles, pero difieren
en la proporcion de variantes en regiones intergénicas (8%) , 3UTR (<1.0%) y
exonicas (2%). Nuestros resultados referentes a los numeros de efectos por tipo
segun la regiébn genodmica son similares a lo reportado por este mismo autor a pesar
de que las anotaciones estén hechas con VEP y las nuestras con SnpEff (Ma et al.,
2015). Proporciones altas de enriquecimiento en intrones se reportan incluso en
recuentos de variantes raras obtenidas a partir de secuenciacion de exoma dirigidio
en pacientes con sindrome depresivo mayor (Xu et al., 2020). De igual manera, las
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proporcion de variantes codificantes (con cambio de sentido, sinénimas, sin sentido
y sitios de splicing) identificadas en este estudio, coinciden con lo encontrado en

exomas completos de poblaciones europeas y africanas (Bamshad et al., 2011).

Referente a la tasa de transiciones/transversiones (Ti/Tv), en los 96 sujetos
secuenciados fue de 1.971 y en la cohorte de suicidio fue de 1.7657 (la tasa de Ti/Tv
mas baja de las cohortes de estudio analizadas). Nuestros resultados difieren con
lo reportado en la literatura, ya que para datos de secuenciacion de exoma la tasa
de Ti/Tv es generalmente alrededor de 3.0 y de 2.0 para regiones fuera de las
regiones exonicas (Lin et al., 2020). Mientras que DePristo y cols. (2011) reportan
una tasa de 2.15, mas cercana a lo que se obtuvo en nuestro analisis de datos.
Adicional a lo anterior, la literatura menciona que esta métrica no es indispensable
de reportar para datos obtenidos a partir de paneles de genes porque los resultados
podrian no ser representativos de la tasa que sucede a nivel de genoma o exoma

completo (Jennings et al., 2017).

Resulta interesante el hecho de que esta tasa es menor que lo esperado en el grupo
de suicidio, ya que esto supone que en esta cohorte las transversiones son
ligeramente mas frecuentes a pesar del sesgo que existe hacia las transiciones a lo
largo de genomas del reino animal y al cual se ha interpretado como una
consecuencia de la base bioquimica fundamental de la mutacion. Este sesgo se
exhibe principalmente en sitios CpG debido a que son sitios metilados (Keller,
Bensasson, y Nichols, 2007). De la misma manera es importante destacar que se
obtuvieron en total 125 variantes exclusivas de la cohorte de sujetos suicidas de las
cuales, un tercio tiene efectos sobre regiones regulatorias como promotores,
enhancers, sitios de union a factores de transcripcion y de cromatina abierta
reportados por las bases de datos. Esto llama la atencidn porque, segun la literatura,
las transversiones tienen un mayor impacto sobre la expresién génica mediante la
disrupcion de los sitios de union de factores de transcripcion o proteinas de unién al
ADN debido a que generan cambios mas amplios en la forma de su estructura (Guo
et al., 2017).
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Estas variantes, ya sean transiciones o transversiones, podrian estar afectando la
expresion geénica modificando sitios CpG, alterando la metilaciéon del ADN o sitios
de union a factores de transcripcion u otros elementos de respuesta. Hay reportes
de estos mecanismos de regulacion en el cerebro de suicidas en los que se han
implicado en la patologia de este fenotipo (Dwivedi, 2012; Haghighi et al., 2014). Sin
embargo, los resultados no son conluyentes ya que hay autores que reportan una
correlacion positiva del suicidio de alteraciones regulatorias y otros en los que esta
corrrelacion no ha sido detectada o sugieren el uso de tamafos de muestra mas
grandes (Cabrera-Mendoza et al., 2020; Fiori & Turecki, 2011).

Sumado a lo anterior, la literatura menciona que estudios de genoma completo han
identificado regiones top para la conducta suicida dentro de regiones regulatorias
en sujetos con trastorno bipolar y comportamientos suicidas (Monson et al., 2017).
Al igual que en la cohorte de suicidio, en las cohortes de pacientes con trastorno
bipolar y depresion mayor con ideacion suicida las tasas de Ti/Tv son mas bajas de
lo esperado, sin embargo, solamente 3 de las 18 variantes Unicas de la ideacion

suicida tenian una anotacion de efecto regulatorio

9.3.3 Genes con mayor y menor carga de variantes

Cada uno de los 33 genes incluidos dentro del panel de secuenciacién cuentan con
evidencia tanto genética como de expresion en tejidos como sangre y cerebro
postmortem segun lo reportado por Niculescu y cols. (2013). En nuestro estudio se
encontraron variantes genéticas a lo largo de estos 33 genes, sin embargo, debido
a factores como la longitud, su complejidad estructural, incluso el grado de
conservacion debido a la importancia de su funcién, algunos de estos presentaron
mas o menos variacion a nivel de secuencia. Dentro de los genes con mayor
cantidad de variantes en el grupo de suicidio se encontr6 a SPTBN1, ARHGAP26,
MBP, PTK2 y SLC4A4.
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El enriquecimiento alto o bajo de variantes (raras o comunes) en un gen no refleja
el grado de asociacion con un fenotipo, sin embargo, el numero de variantes
identificadas incrementa levemente las probabilidades de descubrimiento de un
factor genético a nivel de secuencia que pueda estar involucrado con el fenotipo o
enfermedad (Li & Leal, 2009). Con base en esto, la afectacion podria no estar a
nivel de secuencia sino a nivel de regulacion, por lo tanto, la ausencia de variantes

no precisa que no exista asociacion entre el gen y el suicidio.

MBP esta involucrado primordialmente en el neurodesarollo, en la acumulacién de
materia blanca y procesos de conectividad. Su expresion se ha visto disminuida en
la fase depresiva del trastorno bipolar, conduciendo a una disminucion de la
transmision del potencial de accidn, una posible desconexion entre las regiones del
cerebro y un retraso psicomotor externo (Patel et al., 2010). De acuerdo con
Niculescu y cols. (2015), este gen es uno de los mejores biomarcadores para
predecir el estado depresivo en el trastorno bipolar y la vulnerabilidad a trastornos
psiquiatricos (como la esquizofrenia) en respuesta al estrés. Niveles incrementados
de acetilacion a nivel del promotor han sido observados en pacientes psiquiatricos
de edad avanzada (Tang, Dean, & Thomas, 2011). MBP es un gen a cuyas variantes
hay que prestar atencion debido a su compleja estructura ya que de acuerdo a la
base de datos de Ensembl es un gen que produce al menos 40 transcritos
diferentes.

SPTBN1 tiene un rol critico en el desarrollo del proceso neuronal y la formacion de
sinapsis inhibitorias (Cousin et al., 2021). Su expresidn se ha encontrado disminuida
en pacientes con trastornos del estado animo y conductas suicidas y, ademas, se
ha involucrado en anormalidades de la materia blanca (Le-Niculescu et al., 2013).
En afos recientes se ha determinado como biomarcador para predecir la
suicidabilidad en pacientes masculinos con trastorno bipolar (Niculescu et al., 2017).

Por su parte, SLC4A4 codifica para un cotransportador de bicarbonato de sodio
involucrado en la regulacion de la secrecidén y absorcion de bicarbonato y el pH
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intracelular y en el transporte de iones a través de la barrera hematoencefalica
(Sweeney et al., 2019). Solo una mutacion sin sentido en este gen ha sido ligada
con un fenotipo relacionado a afectaciones en el SNC (lgarashi et al., 2001) y mas
reciente con la migrafia, la cual es una enfermedad previamente relacionada por su
background genético, con las enfermedades psiquiatricas (Gil-Perotin et al., 2021).
Recientemente, Niculescu y colaboradores (2017) confirmaron a este gen como un
predictor de desarrollo de conductas suicidas y futuras hospitalizaciones por

intentos de suicidio.

Por ultimo el gen ARHGAPZ26 se ha observado con una expresion incrementada en
pacientes con conductas suicidas (Le-Niculescu et al., 2013) y se ha involucrado en
la ataxia cerebelosa y pacientes psicoticos (Jarius et al., 2015). Hay evidencia
limitada acerca de este gen en relacion con el suicidio y los trastornos psqiuiatricos.

El gen PTK2 es un miembro de la subfamilia de proteina tirosina quinasas de la
quinasa de adhesion focal 47 y tiene la capacidad de combinar la estructura del
dominio citoplasmico de los receptores de citocinas de tipo | / Il y luego transferir las
sefales de las citocinas a través de las subunidades del receptor de fosforilacion.
Se ha propuesto como marcador neuroquimico para depresion mayor en cerebro
postmortem, ya que se ha encontrado regulado a la alta en la region del cuerpo
estriado cerebral de pacientes con diagnostico de depresion mayor (Gao et al.,
2015).

Los antecedentes mencionados para los genes que presentaron alta variacion, a
excepcion de ARHGAPZ26, sustentan nuestros resultados pues dejan en claro que
existe una posible relacion genética de estos con el suicidio, ya sea porque tales
genes tienen funciones en el neurodesarrollo o el correcto funcionamiento del SNC,
o bien, porque hay evidencia de factores genéticos que se han asociado con
trastornos psiquiatricos los cuales estan intimamente ligados con el suicidio y la

conducta suicida.
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Dos de los genes con menor numero de variantes en la cohorte de suicidio son
CD24 y SAT1, los cuales son los genes con la mayor informacion funcional
convergente de acuerdo con lo reportado con Niculescu y compafia (2013). En
otros estudios de los mismos autores, estos mencionan que SAT1, IL6 (gen dentro
de los 5 con menor cantidad de variantes) y FOXN3 (gen dentro de los 5 con mayor
numero de variantes) no son biomarcadores especificos para suicidio, sino que
también pueden ser biomarcadores para predecir el riesgo a padecer un trastorno
mental por su rol en la regulacidn de la respuesta al estrés (Niculescu et al., 2015).
Por otra parte, en el mismo estudio, CD24, aunque cuenta con evidencia previa de
estar involucrado con la suicidabilidad, se menciona que éste no cumplio los criterios

para ser tomando en cuenta como un biomarcador de dicho fenotipo.

Por ultimo, en la literatura se menciona que APOE tiene mecanismos complejos de
regulacion transcripcional lo cual coincide con nuestros resultados en los que se
observa que las afectaciones no estan a nivel de secuencia sino en las redes de
regulacion transcripcional en las que esta involucrado este gen. Asimismo, este
autor menciona que se han hallado polimorfismos en este gen en sitios CpG dentro
del exon 4 los cuales tienen una actividad potenciadora de la transcripcion. Dichos
sitios se han encontrado hipermetilados en linfocitos y cerebros postmortem en
pacientes con enfermedad de Alzheimer (Forero et al., 2018).

9.3.4 Variantes categorizadas por frecuencias alélicas e impacto funcional

La categorizacion de variantes por frecuencia alélica e impacto functional fue
relevante para saber qué proporcion de nuestro conjunto de datos tenia la mayor
probabilidad de estar asociado con el genotipo, puesto que, segun la literatura, las
variantes disruptivas raras tienen una relativa alta penetrancia que contribuye al
componente genético de enfermedades comunes y que estas representan un
porcentaje substancial de la heredabilidad no determinada en fenotipos y
enfermedades complejas (Rhoades, Jackson, y Teng, 2019). La variacion comun
solo determina el 30% de la herabilidad de estas enfermedades. Existe evidencia
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de una convergencia de la actividad de variantes genéticas comunes y raras en la
regulacion a la baja de la funcion sinaptica en el autismo y la esquizofrenia (Gandal
et al., 2018)

Comparando nuestros resultados de esta categorizacion contra lo encontrado en la
secuenciacion de exoma completo en pacientes de Alzheimer, la proporcion de
variantes raras y poco comunes que estos autores obtuvieron (1.30%) difiere con la
nuestra segun las bases de datos de los 1000G y GnomAD, 10.91-18.94%,
respectivamente(Butkiewicz et al., 2018). Esta diferencia entre ambos estudios
podria ser debido a las diferencias entre profundidades utilizadas en la
secuenciacion. Estos autores mencionan que utilizaron datos con pobre profundidad
para hacer el llamado de variantes lo cual lo hace mas susceptible a obtener
variantes falsas positivas. Por otra lado, en un proyecto de secuenciacion de 14,002
individuos utilizando un panel de genes que comprendia 202 genes blanco para
farmacos (864 kb cubiertas) con una profundidad de 27X reportan que el 94% de
las variantes identificadas eran raras (Nelson et al., 2012).

En la cohorte de suicidio, el gen con mayor carga de variantes raras fue el gen
SPTBN1 segun la base de datos de los 1000G y RECK segun la base de datos de
exomas de GnomAD. En el grupo de ideacion suicida fue SPTBN1 (1000G) y MBP
(GnomAD). De acuerdo con Rosenfield y cols (2021), SPTBN1 es un gen intolerante
a variantes disruptoras, las cuales son generalmente raras. En coincidencia con lo
anterior, las variantes identificadas en nuestro estudio son variantes con efectos
sobre los intrones y regiones 3’'UTR. Aun asi, existen antecedentes de mutaciones
en SPTBN1 que se han ligado con discapacidad intelectual, afectaciones en el
neurodesarollo y autismo, estos dos primeros fenotipos han sido ligados amplimente
con el suicidio y la conducta suicida(Cousin et al., 2021; Rosenfeld et al., 2021).

Por su parte, en el gen RECK también se han encontrado variantes raras
contribuyendo a fenotipos complejos como el del cancer y el de la enfermedad de
las arterias coronarias (Shivakumar et al., 2019; Vancheri et al., 2021). Para MBP

no hay reportes de variantes raras afectando la funcién de este gen.
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Respecto al recuento de variantes con impacto funcional predicho por SIFT/Poly-
Phen y CADD, nuestros resultados coinciden con los reportados por la literatura en
un estudio de exoma completo en 280 pacientes con cancer de préstata en el que
se identificaron 150,787 variantes. Aqui se menciona que de ese total de variantes
solo 3.2% de ellas son variantes con potencial dafiino o deletéreo, mientras que en
nuestro set de datos se obtuvo un 2.5% correspondiente a esta clase de variantes.
La proporcion de variantes dafinas obtenidas por puntaje de CADD difiere por un
margen considerable con lo encontrado por este mismo autor, quien reporta que
25% de todas las variantes tenian este impacto sobre la funcion del producto
(Mijuskovic et al., 2018).

Con respecto al conjunto de variantes exclusivas de la cohorte de suicidio
consumado, de acuerdo con la base de datos, al menos 20 variantes de las 125 se
han asociado a fenotipos ligados a afectaciones en el SNC. Entre estos estan la
macrocefalia, el autismo, discapacidad intelectual, areteriopatia cerebral
subcortical, neuropatia axonal, enfermedad de Alzheimer y retraso mental
(Hamilton et al., 2006; Schiffer et al., 2011; Yamazaki et al., 2021; M. Yuan et al.,
2012). Las variantes exclusivas de la cohorte de ideacion suicida han sido
asociadas a malformaciones arteriovenosas cerebrales y a otros fenotipos similares

a los mencionados previamente.
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9.4Polimorfismos seleccionados para su evaluacion mediante qPCR en
pacientes con sindrome depresivo mayor.

Como ya se mencion6 antes, los polimorfismos cumplen con los criterios de

seleccion establecidos en la metodologia. Dos de ellos, los SNP rs470797 (MBP) y

rs1062677 (SLC4A4) tienen reporte de estar asociados con alteraciones en el

volumen cerebral y con el retraso mental, respectivamente (Demirci et al., 2006; van

der Meer et al., 2020). Estos fenotipos han sido ligados previamente no solo con el

desarrollo de enfermedades psiquiatricas sino también con el suicidio.

El polimorfismo del gen ALDH3A2 rs1080869 no se asociado previamente con otro
fenotipo, sin embargo, la literatura menciona que los genes de la familia ALDH estan
enriquecidos de variantes raras en sujetos que han intentado el suicidio, lo que lo
resulta interesante por la estrecha relacion entre el consumo de alcohol y la

conducta suicida (Inskip, Harris, & Barraclough, 1998; Monson et al., 2016).

9.4.1 Anadlisis de las frecuencias alélicas, genotipicas, Odds ratio (OR) y
equilibrio de Hardy-Weinberg de los SNP seleccionados.

En cuanto a los analisis de proporciones alélicas y genotipicas de los tres
polimorfismos evaluados, para los polimorfismos rs1062677 y rs1080869 no se
encontraron diferencias significativas entre las proporciones alélicas, ni genotipicas
de casos de pacientes psiquiatricos y controles sanos. No hay estudios de casos y
controles en polimorfismos especificamente en el gen ALDH3AZ2, sin embargo, la
familia ALDH ha sido ampliamente estudiada por la relacién alcoholismo-suicidio,
siendo los trastornos por consumo de sustancias un factor de riesgo de suicidio. En
una poblacién asiatica conformada por 575 casos y 530 controles se evaluaron 5
polimorfismos en el gen ALDH2 de los cuales, ninguno mostré diferencias
significativas entre las proporciones genotipicas de casos y controles, ni analizados
individualmente ni en haplotipos (Kuo et al., 2008). Lo anterior coincide con nuestros

resultados. Contrario a esto, el polimorfismo rs671 en el gen ALDH?Z2 fue asociado
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significativamente con la dependencia y abuso del de alcohol en una poblacion
asiatica conformada por 9,678 casos y 7,331 controles (Li, Zhao, & Gelernter, 2012).

En nuestro estudio el polimorfismo rs1062677 en el gen SLC4A4 tampoco mostro
asociacion significativa con los trastornos psiquiatricos. Sin embargo, Niculescu y
colaboradores (2015) lo propusieron en el pasado como el mejor biomarcador
predictor de ideacidn suicida en pacientes con diagndstico de alguna enfermedad
psiquiatrica. Este acarreador de solutos esta involucrado en la regulacion del pH en
el espacio extracelular en el cerebro. Desbalances en el pH del cerebro ha sido
implicado en la patofisiologia de los ataques de panico agudo, un tipo de trastorno
psiquiatrico derivado de la ansiedad. Otros genes codificantes de acarreadores de
solutos de la familia SLC han sido asociados a trastornos psiquiatricos. Un ejemplo
es SLC1A1 el cual transporta al glutamato del espacio sinaptico hasta las terminales
presinapticas. En este gen se evaluaron tanto haplotipos como polimorfismos
individuales. El SNP rs2228622, similar al nuestro, tiene un impacto funcional en la
proteina y una frecuencia poblacional alta (MAF=40%). Los autores reportan que
alelo alternativo se encontré en una mayor proporcion en los casos que en controles
exhibiendo una diferencia estadisticamente significativa (Stewart et al., 2007). Esto
no coincide con lo encontrado en nuestro estudio. Otros acarreadores de soluto
como SLC6A4 (polimorfismo 5-HTTLPR y rs16965628) han sido asociados con
conductas suicidas en estudios de casos y controles (Clayden et al., 2012).

Con respecto a estos dos polimorfismos es necesario evaluarlos en una poblacion
con suficiente poder estadistico de pacientes diagnosticados con sindrome
depresivo mayor e ideacion suicida para asi determinar realmente su asociacion

con las conductas suicidas y no solamente con trastornos mentales.

Finalmente, se evalu6 el polimorfismo rs470797 del gen MBP en los grupos de
casos y controles y se encontré que habia una diferencia notable en las frecuencias
alélicas. El alelo variante A estaba mayormente representado en el grupo de casos
que en el de controles, mientras que el genotipo heterocigoto y el homocigoto del
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alelo variante A se encontraron en mayor proporcidon en el grupo de casos que en
controles con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.04386). Ademas,
se obtuvo una razén de momios que indica que el genotipo heterocigoto eleva de
manera estadisticamente significativa el riesgo de padecer una enfermedad
psiquiatrica con un OR= 1.616 (Cl 95% 1.012-2.579). Niculescu y colaboradores
reportaron a MBP, junto a otros 5 genes involucrados en la mielinizacion, como uno
de los biomarcadores con mayor informacion convergente y con valor predictivo de
la conducta suicida y el suicidio consumado en distintos trastornos psiquiatricos y
principalmente en pacientes bipolares tanto en estado depresivo, como psicético
(Le-Niculescu et al., 2009; Niculescu et al., 2015; Patel et al., 2010). No hay estudios
de polimorfismos individuales en este gen para trastornos psiquiatricos, pero si se
ha investigado su asociacion con otras enfermedades complejas. Williamson y
colaboradores (2013) reportaron cuatro polimorfismos, uno de ellos con impacto
funcional (rs9676113) que mostro una asociacion significativa con un fenotipo
complejo, lo cual coincide con lo obtenido en este trabajo de tesis. En otro estudio
de casos y control sobre el gen MAG, también involucrado en la mielinizacién, se
encontraron dos polimorfismos localizados en los intrones del gen, asociados con
la esquizofrenia (Wan et al., 2005). El rs720309 muestra proporciones genotipicas
similares a las encontrada en nuestro estudio, en donde los genotipos homocigoto
del alelo variante y el heterocigoto estan en una mayor proporcién en casos, que en
controles con una diferencia estadisticamente significativa (X*=14.58, df=2,
p=0.0008). Sin embargo, esta diferencia no se observa en las frecuencias alélicas.
Elrs720308, otro polimorfismo en este mismo gen, muestra diferencias significativas
entre las proporciones genotipicas (X?=6.424, df=2, p=0.0401) y frecuencias alélicas
(X*=6.211, df=1, p=0.013) de casos y controles, lo cual coincide con nuestros
resultados. Aqui, el genotipo heterocigoto y homocigoto para el alelo variante se
encontraban en mayor proporcibn en casos que en controles y esta misma
diferencia significativa se observaba en las frecuencias alélicas. El genotipo
homocigoto del alelo variante del SNP rs720308 (OR= 1.42, Cl 95%= 1.06-1.91) y
los genotipos heterocigoto y homocigoto del alelo variante del SNP rs720309
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(OR=1.54, CI 95%=1.17-2.04) elevan el riesgo de esquizofrenia, lo cual coincide

con lo encontrado en nuestros analisis.

Estos antecedentes respaldan que la mielinizacion juega un papel importante en el
correcto funcionamiento del SNC y que alteraciones a nivel genético tienen un
impacto considerable que contribuye a la aparicion de enfermedades mentales, sin
embargo, para poder corroborar su papel también en el desarrollo de ideacion
suicida en pacientes unicamente con sindrome depresivo mayor es importante
evaluar este polimorfismo en una cohorte de pacientes exclusivamente con
trastorno bipolar o depresion mayor con conductas suicidas e incluso, en una

cohorte de suicidio consumado.
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10 Conclusiones

1.-Se obtuvo un set de lecturas crudas con una buena calidad global (Q30=88.81%)

gue no requirieron pasos de limpieza adicionales.

2.-Se realizé el mapeo del 93.47% de las lecturas crudas contra el genoma de
referencia con una calidad promedio de 59.83.

3.- En el grupo de sujetos que consumaron el suicidio, se identificd el menor numero

de variantes genomicas en los genes SAT1, CD24 y APOE.

4.- En el grupo de sujetos que consumaron el suicidio, los genes que presentaron
mayor enriquecimiento de variantes gendmicas fueron SPTBN1, ARHGAP26 y
MBP.

5.- Una tercera parte de las variantes exclusivas del grupo de suicido y de los
pacientes con ideacion suicida tienen efectos en regiones regulatorias sugiriendo
un papel importante de éstas en la modulacion de la expresion de los genes

candidatos estudiados.

6.- Para el SNP rs470797 del gen MBP, el alelo variante A se encontré asociado a

los trastornos mentales en pacientes psiquiatricos con y sin ideacion suicida.

7.- Los polimorfismos rs1080869 (ALDH3A2) y rs1062677 (SLC4A4) no mostraron

asociacion con los trastornos psiquiatricos ni con la ideacion suicida.

8- Para el polimorfismo rs470797 del gen MBP, se encontro asociacion significativa
de los genotipos homocigoto del alelo variante A y heterocigoto con las
enfermedades psiquiatricas. Estos genotipos elevan el riesgo 0.616 veces a
desarrollarlas para los portadores en comparacion con la poblacion general.
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11 Perspectivas

Se necesita realizar el curado de la lista de variantes de manera manual para tomar
aquellas que tengan mayor potencial de asociacion al suicidio con base en su
contexto genomico y poder asi evaluarlas en pacientes con sindrome depresivo
mayor e ideacion suicida, pero se debe desarrollar un método de priorizacién que
nos ayude a seleccionar de entre los cientos de variantes gendmicas identificadas
a aquellas con mayor potencial biomarcador del riesgo suicida con base en las
proporciones genotipicas y frecuencias alélicas . Asimismo, estas variantes se
deberan validar funcionalmente para investigar sus mecanismos de regulacion y su

participacion en el fenotipo.

Por otro lado, se realizara la validacion de las variantes noveles mediante
secuenciacion Sanger, asi como de las variantes con potencial asociacion que

resulten de los analisis estadisticos.

Se realizaran analisis enfocados en la carga de variantes raras para observar si
existen loci asociados con el suicidio y a las conductas suicidas. También, se
realizara un analisis de haplotipos a partir de los datos contenidos en los formatos
de llamado de variantes.

Por ultimo, es necesario evaluar los polimorfismos rs1080869, rs1062677 y

rs470797 en muestras de suicidio consumado para asi determinar si son utiles en

la prediccion de pacientes que pudiesen intentar o consumar el suicidio.
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13 ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprobacion del Comité de ética.

UANL

UNTVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. C. ANTONIO ALI PEREZ MAYA
Investigador principal

Departamento de Bioquimica
Presente.-

Estimado Dr. Pérez:

En respuesta a su solicitud con nimero de Ingreso PI118-00052 con fecha del 21 de Febrero del 2018, recibida
en las Oficinas de la Secretaria de, Investigacion Clinica de la Subdireccion de Investigacion, se extiende el
siguiente DICTAMEN FAVORABLE con fundamento en los articulos 4° parrafo cuarto y 16 de la Constitucion
Politica de los Estados Unidos Mexicanos; asi como los articulos 14-16, 99 parrafo tercero, 102, 106 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud; asi como de los articulos
111,112 y 119 del Decreto que modifica a la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la salud
publicado el dia 2 de abril del 2014; Ademas Punto 4.4, 4.7, 6.2, 8de la Norma Oficial Mexicana NOM-012-
SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres
humanos; asi como por el Reglamento interno de Investigacion de Nuestra Institucion.

Se informa que el Comité de Investigacion ha determinado que el Protocolo de Investigacion clinica abajo
mencionado cuenta con la calidad técnica, aspectos metodoldgicos y mérito cientifico requeridos.

“Identificacion de biomarcadores genémicos asociados al suicidio” participando ademas la QCB. Maria
Fernanda Serna Rodriguez, registrado con la clave BI18-00002.

De igual forma los siguientes documentos:
e Protocolo en extenso, versién 2.0 de fecha 21 de marzo de 2018.

Le reitero que es su obligacion presentar a este Comité de Investigacion un informe técnico parcial a mas
tardar el dia en que se cumpla el afio de emision de este oficio, asi como notificar la conclusion del estudio.

Sera nuestra obligacion realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacion para que todo lo anterior este
debidamente consignado, en caso de no apegarse, este Comité tiene la autoridad de suspender temporal o
definitivamente la investigacion en curso, todo esto con la finalidad de resguardar el beneficio y seguridad de
todo el personal y sujetos en investigacion.

Atentamente. - SUS-BIDECCISH DE PVESTIGADER
“Alere Flammam Veritatis”

Monterrey, Nuevo Ledn 29 de Mayo del 2018

% ( COMITE DE ETICA

DR. C. GUILLERMO ELIZONDO RIOJAS CERAITE BE Vel TR N
Presidente del Comité de Investigacion

Comité de Investigacion
Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n, Col. Mitras Centro, C.P. 64460, Monterrey, N.L. México
Teléfonos: 818329 4050, Ext. 2870 a 2874. Correo Electronico: investigacionclinica@meduanl.com

Septiembre 18.2017
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Anexo 2. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICONA Y BOSITIAL UNIVERSTARO

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES |
| Sl e N GENOMICOS ASOCIADOS AL SUICIDIO. |
Nombre del Investigador Principal Dr. Antonio Ali Pérez Maya |
o de Bioquimica y Medicna
Servicio/Departamento Molecular de la Facultad de Medicna de la
UANL
Teléfono de Contacto 81856536078
Persona de Contacto LBG. Antonio Ovalle Carcafio
Versién de Documento 3
Fecha de Documento 27 de abril de 2018 |

Usted ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacion. Este documento contiene
informacion importante acerca del propésito del estudio, lo que Usted hard si decide participar,
y la forma en que nos gustaria utilizar su informacidn personal y la de su salud

Puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor solicite a su médico o al personal
de! estudio que le explique cualquier palabra o informacién que no le quede clara.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

El propésito de este estudio es que en un futuro sea posible la deteccién temprana de
pacientes con verdadero nesgo de cometer suicidio por medio de la identificacion de un patrén
de vanantes en la informacién genética asociado al suicidio.

La investigacion en la que Usted participara es importante porque con los resultados obtenidos
se espera poder onentar a los psiquiatras clinicos para que brinden un tratamiento mas preciso,
Jjunto con asesoria médica oportuna a los familiares para que estén alerta de factores en el
entorno del paciente que puedan detonar pensamientos suicidas o el acto suicida mismo. Los
resultados de estos estudios serdn publicados en revistas nacionales e infernacionales. En
ninguna de las exposiciones o publicaciones aparecerdn nombres o datos personales de Usted
ni de ningan participante de esta investigacion.

JCUAL SERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN
ESTE ESTUDIO?

La duracién del estudio serd de 45 minutos y serd por dnica ocasién. La duracién de nuestra
investigacion serd de aproximadamente tres afios. Sin embargo, sus muestras podrian ser
almacenadas durante un tiempo mayor.

El Investigador espera incluir un total de 700 sujetos de investigacion los cuales serén
asignados a dos grupos, uno de casos con 400 pacientes fisicamente saludables y que
presenten ideacion suicida, y otro grupo de controles con 300 pacientes fisicamente saludables
¥ que no presentan ideacion suicida.

MITE D £11CA ENINVISTIGACION

& o ndcide

Formano de C
Vorsitns 30 27 g Abel g 2008 Dr Amtorve AR Pirez Mays

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA ¥ MEDICINA MOLECULAR
Ave Francisco | Madero y Dr. Eduards Aguirre Peguedio s/n Col. Mtras Centro
Moaterrey, N. L., México C P 64460
Tels. 8329.41.73 / 83294174  Fax §333.77.47

E-mail bioguimicaymedicinamolecsar@hotmall com ~Educacion de clase mpaial,
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FACULTAD DE MEDICINA Y BOSHTAL UNIVERSITARIO

(CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI
PARTICIPACION?

Los criterios de inclusion y de exclusién son los siguientes:
Criterios de inclusion:

+ Casos (grupo de estudio).

- Para que Usted, ya sea hombre o mujer, pueda participar es necesario que sea mayor de 18
anos, que Usted esté fisicamente saludable y después de ser valorado, el psiquiatra dictamine
que Usted presenta ideacion suicida

« Controles

-Para que Usted, ya sea hombre o mujer, pueda participar s necesario que sea mayor de 18
anos, que Usted esté fisicamente saludable y después de ser valorado, el psiquiatra dictarmine

que Usted no presenta ideacion suicida )
Criterios de exclusion:

« Casos (grupo de estudio):

.Usted, ya sea hombre o mujer, no podrd participar si usted no estd fisicamente
saludable y después de ser valorado, el psiquialra dictamine que Usted no presenta
ideacion suicida

-Usted no podra paricipar si tiene infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH), hepatitis B, infecciones bactenanas o virales no controladas.

-Tampoco podrd participar si sus funciones cognitivas o emocionales disminuyen
significativamente su juicio y raciocinio, lo que lo incapacite a usted de dar su
consentirmento.

« Controles
-Usted, ya sea hombre o mujer, no podré participar si usted no estd fisicamente

saludable y después de ser valorado, el psiquiatra dictamine que presenta ideacion

swicida.
-Usted no podra participar si tiene infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia

Humana (VIH), hepatitis B, infecciones bacterianas o virales no conlroladas.

-Tampoco podrd participar si sus funciones cognitivas o emocionales disminuyen
significativamente su juicio y raciocinio, lo que lo incapacite a usted de dar su
consentimiento.

« Criterios de eliminacion:
-Si por voluntad propia usted decide dejar de participar en el estudio su muestra serd

eliminada de nuestro estudio.
-Muestras cuya cantidad o calidad de sus &cidos nucleicos no sea la adecuada para

Wlevar a cabo los expenmentos.
-Muestras en estado putrefacto.

NVESTIGACION

o/, €

¢(CUAL ES EL TRATAMIENTO DEL ESTUDIO?

No se le realizara ningun tratamiento. Si usted ya lleva una terapia o tratamiento continuaré con
la misma sin cambios debido a su participacion en esta investigacién. Solamente requeriremos

LOMITE DE (.

su muestra biolbgica voluntaria.
2
ERASET mr‘zr;rnmannamumi- . - VI S1
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y MEDICINA MOLECULAR 2 0

Ave. Francisco | Madero y Dr. Edudrdo Aguirre Pequelio &/n Col. Mitras Centro
Monterrey, N L., México C.P. 64460
Tels 832941 73 /83294174 Fax 8333.77.47
£ mal bloguimicaymedicinamelecuiardhotmall.com “Educocidn de cla Jiol
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LCUALES SON LOS PROCEDIMIENTOS QUE SE ME REALIZARAN?

Los procedimientos que se le realizarén serén los siguientes

« Se le lomara una muestra de sangre periférica equivalente a 4 cucharaditas (dos tubos,
aproximadamente 8 mi) con una jeringa o un adaptador Vacutainer de una vena de su
brazo. Todo el material utilizado para la toma de muestras serd complelamente nuevo y
esténl

« Se lo requenra que conteste brevemente una forma con clerta informacién personal
como antecedentes clinicos relevantes para el estudio, su edad, y olras cuestiones
indispensables para la base de datos de la nvestigacion

(LQUE VA A HACER SI USTED DECIDE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

Si Usted da su consentimiento para participar, se le pedird que done una muestra de sangre

penférica (dos tubos) con una jeringa o un adaptador Vacutainer de una vena de su brazo
También, se le requerird que conteste brevemente una forma con cierta informacién personal

como antecedentes clinicos relevantes para ol estudo, su edad y olras cuestiones
indispensables para la base de datos de la investigacion

¢CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS?

No existe riesgo grave previsible asociado a su participacion en el estudio debido a que se le
realizard solamente una toma de muestra sanguinea de rutina. Podrian presentarse nesgos
minimos como molestia kgera en el sitio de toma de muestra, hemorragia minima, moreton,
mareos, nduseas y en ocasiones muy raras infeccion ligera en el sitio de puncién. Por esta
razén, la toma de todas las muestras se hard con equipo fotalmente nuevo y esterlizado y serd

realizado por personas capacitadas para ello.
¢CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED O PARA OTROS?

Es probable que Usted no oblenga ningin beneficio directo por participar como voluntario en
este proyecto. Sin embargo, su colaboracion ayudard a realizar una investigacion innovadora
en el campo de la psiquiatria a nivel molecular que proyecta lener un gran impacto en el
diagnéstico, tratamiento y manejo de los paclentes con trastornos psiquidtricos que conllevan
niesgo de ideacion suicida, siendo esto de impacto en la salud piblica nacional. Los resultados
tendrén un beneficio para el sector salud sobre el manejo del entorno clinico, social y famikiar
de los pacientes en niesgo de cometer suicidio.

(QUE OTROS PROCEDIMIENTOS O TRATAMIENTOS PODRIAN ESTAR DISPONIBLES
PARA USTED?

En caso de encontrar alteraciones genéticas de inferés médico, los resultados de los estudios
gendmicos podran ser discutidos con su médico o psiquialra tratante para evaluar la posibiidad
de mejorar su tratamiento o los de otros pacientes con las mismas alleraciones genélicas en un

futuro.
¢SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO LE GENERARA ALGUN COSTO?

No habré costos para Usted por participar en este estudio.

COMITE Dt E1ICA TN INVESTIGACION
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T HAGULTAD DE NEDICNA Y BORTTAL UNVERSTARID

LSE LE PROPORCIONARA ALGUNA COMPENSACION ECONOMICA PARA GASTOS DE
TRANSPORTACION?

A Usted no se le proporcionard ninguna compensacion para sus gastos de transportacion
¢RECIBIRA ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?
Usted no recibird ningan pago por la participacion en este estudio

¢(SE ALMACENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS
INVESTIGACIONES?

Autorizar el almacenamiento de sus muestras de sangre o tejidos para futuras investigaciones
de su enfermedad no le generara un coslo a Usted. Sus muestras seran utikzadas solo para
esta investigacién y no se comercializaran ni seran usadas para crear lineas celulares
inmortales. La investigacion que se realice con ellas puede llevar al desarolio de nuevos
productos o medicamentos en un futuro. Usted no recibird ninguna compensacion ahora o en &l
futuro por el uso de estas muestras. Las muestras seran almacenadas en el Laboratorio de
Gendmica y Bioinformatica del m Med»
Facultad de Medicing por un lapso de 30 afios. Una vez transcurrido ese lapso, las muestras
seran destruidas

¢QUE DEBE HACER SI LE PASA ALGO COMO RESULTADO DE PARTICIPAR ESTE
ESTUDIO?

Si Usted sufre una lesion o enfermedad durante su participacion en el estudio, debe buscar
fratamiento a través de su médico de cabecera o centro de atencidon médica de eleccion y debe
informarselo inmediatamente al médico del estudio

Los gastos que genere dicha lesion o enfermedad sblo le seran pagados si el médico del
estudio ha decidido que la lesién / enfermedad estd directamente relacionada con los
procedimientos del estudio

¢(CUALES SON SUS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?

Si decide participar en este estudio, Usted tiene derecho a ser tratado con respeto, incluyendo
la decision de continuar o no en el estudio. Usted es libre de terminar su participacién en este
estudio en cualguer momento.

¢PUEDE TERMINAR SU PARTICIPACION EN CUALQUIER MOMENTO DEL ESTUDIO?

Su participacién es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacién, puede
hacerlo con libertad en cualquier momento. Si elige no participar o refirarse del estudio, su
atencion médica presente y/o futura no se vera afectada y no incurrird en sanciones ni perderd
los beneficios a los que usted tendria derecho de algin otro modo.

Su participacidn también podrd ser suspendida o terminada por el médico del estudio, sin su
consentimiento, por cualquiera de las siguientes circunstancias:

« Que el estudio haya sido cancelado.

« Que el médico considere que es lo mejor para Usted.

COMITE DF EYICA EILINVESTIGACION
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UNTVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO 1EON

+ Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con esta investigacion
« Que no ha seguido las indicaciones del médico lo que pudiera Wraer como
consecuencias problemas en su salud

Si Usted decide retirarse de este estudio, debera realizar 1o siguiente:
« Notificar a su médico tratante del estudio
o Debera regresar todo el material que su médico le solicite

Si su participacion en el estudio se da por terminada, por cualquier razén, por su seguridad, el
médico continuara con seguimientos clinicos. Ademds, su informacion médica recabada hasta
ese momento podra ser utilizada para fines de la investigacion

LCOMO SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE SUS DATOS PERSONALES Y LA
INFORMACION DE SU EXPEDIENTE CLINICO?

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estodio recabard y registrara informacidon
personal confidencial acerca de su salud y de su tratamiento. Esta informacidn no contendra su
nombre completo ni su domiciio, pero podra contener otra informacion acerca de Usted, tal
como iniciales y su fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como finalidad garantzar
la integridad cientifica de la investigacion. Su nombre no sera conocido fuera de la Institucon al
menos que lo requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley Federal
de Proteccion de datos Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de solicitar el
acceso, correccion y oposicion de su informacion personal. La solicitud serd procesada de
acuerdo a las regulaciones de proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacién no
podra estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger la
integridad del Estudio.

La Facultad de Medicina y Hospital Universitario, asi como el Investigador seran los
responsables de salvaguardar la informacion de acuerdo con las regulaciones locales.

Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al médico un resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio podra procesarse o
transferirse a terceros en otros paises para fines de investigacion y de reportes de seguridad,
incluyendo agencias reguladoras locales (Secretaria de Salud SSA), asi como al Comité de
Etica en Investigacion y al Comité de Investigacion de nuestra Institucion.

Para los propésitos de este estudio, autoridades sanitarias como la Secretaria de Salud y el
Comité de Etica en Investigacion y/o el Comité de Investigacion de nuestra Institucién, podran
inspeccionar su expediente clinico, incluso los datos que fueron recabados antes del inicio de
su participacion, los cuales pueden incluir su nombre, domicilio u otra informacién personal.

En caso necesario estas auditorias o inspecciones podran hacer folocopias de parte o de todo
su expediente clinico. La razén de eslo es asegurar que el estudio se esta llevando a cabo
apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus derechos como sujeto en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacidn podrén presentarse en reuniones o en
publicaciones.

A~ Vernidn 30 27 ae Abel de 2018 Dr Antorwo Al Plrez Mays.
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La informacion recabada durante este estudio serd recopilada en bases de datos del
investigador, los cuales podran ser usados en otros estudios en el futuwro. Estos datos no
incluirdn informacion médica personal confidencial Se mantendra el anonimato

Al firmar este documento, Usted autoriza el uso y revelaciones de la informacion acerca de su
estado de salud y tratamiento identficado en esta forma de consentimiento. No perdera
ninguno de sus derechos legales como sujeto de investigacion. Si hay cambios en el uso de su
informacién, su médico le informara

S| TIENE PREGUNTAS O INQUIETUDES ACERCA DE ESTE ESTUDIO DE
INVESTIGACION, ;A QUIEN PUEDE LLAMAR?

En caso de tener alguna pregunta relacionada a sus derechos como sujelo de investigacion de
la Facultad de Medicina y Hospital Universitano podra contactar al Dr. José Gerardo Garza
Leal, Presidente del Comité de Etica en Investigacion de nuestra Insttucion o al Lic Antonio
Zapata do la Riva en caso de tener dudas en relacion a sus derechos como pacente

Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez",

Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n

Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Ledn México.

CP 66460

Teléfonos: (81) 83294000 ext. 2870 a 2874

Correo electrnico: investigacionclinica@meduani com
RESUMEN CONSENTIMIENTO

PARA LLENAR POR EL SUJETO DE INVESTIGACION
« Miparticipacion es completamente voluntaria

e Confirmo que he leido y entendido este documento y la informacién proporcionada del
estudio.

« Confirmo que se me ha explicado el estudio, que he tenido la oportunidad de hacer
preguntas y que se me ha dado el tiempo suficiente para decidir sobre mi participacién.
Sé con quién debo comunicarme si tengo mas preguntas.

« Entiendo que las secciones de mis anotaciones médicas seran revisadas cuando sea
pertinente por el Comité de Etica en Investigacién o cualquier otra autoridad regulatoria
para proteger mi participacion en el estudio.

« Aceplo que mis datos personales se archiven bajo codigos que permitan mi
identificacién.

« Acepto que mis materiales biolégicos (sangre) recolectados puedan usarse para los
fines que convengan a este estudio.

« Acepto que mi médico general sea informado de mi participacién en este estudio.

« Acepto que la informacién acerca de este estudio y los resultados de cuaiquier examen
o procedimiento pueden ser incluidos en mi expediente clinico.

Forran de Consermient informads | oenUicacon de o o sucsde
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. Conﬁrmo que se me ha entregado una copia de este documento de consentimiento

firmado
Nombre del Sujeto de Investigacion Firma
Fecha
——— -
Nombre del Primer Tesligo Firma
Direccion
Fecha Relacién con el Sujeto de Investigacion
mowooresmeo
Nombre del Segundo Testigo Frma
Direccion
Fecha Relacién con el Sujélo de Investigacion

PERSONA QUE OBTIENE CONSENTIMIENTO

He discutido Jo anterior y he aclarado las dudas. A mi mas leal saber y entender, el sujeto esta
proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y

élella posee el derecho legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este Z
consentimiento 3
o

e

Nombre de la Persona que obtiene el Consentimiento Firma =
b

» ;/.

;3

Fecha :_
ot

e

=

g

7
e m;aruuanuommmm * 'V's S
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Anexo 3. Hoja de recoleccion de datos.

Proyecto: IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES GENOMICAS ASOCIADOS AL SUICIDIO

Hoja de Recoleccién de Datos

DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

NUmero de Muestra:

Lugar de recoleccién de datos: Fecha: / /
Nombre:

Nacionalidad: Fecha de nacimiento: / /
Estado de nacimiento: Edad:

Domicilio:

Teléfono: Teléfono Opcional:

Teléfono Celular: Correo Electrénico:

Religién:
Sexo L] Femenino L) Masculino
Estado Civil () Soltero [] Casado ] Separado [ Divorciado [ Viudo [J Unién libre
Raza/Etnia [ Latina [ Blanca [] Afroamericana [ Asidtica [ Otra Especificar
O Primaria a Secn:lndaria o O Prep.aratoria o O Es'tudir.?s ) O Titulo Afios de
Escolaridad (6 afios) equivalente equivalente Universitarios Universitario [ Posgrado estudio
(7-9 afos) (10-12 afios) no terminados T
Ocupacién [ Empleado [JAmadecasa [ Negocio propic [ Jubilacién [ Invalidez [] Estudiante [] Otro
No. de Hijos [J Ninguno 01 2 3 [J Otro
Peso kg IMC
Estatura m T
Tipo de ) . .
obesidad [] Ginecoide ) Androide
¢Toma café o te No. de tazas al dia ] No
negro?
¢Cudntas
bebidas
L:;:;ifge 8:{0 consumeenun [Jlo2 [J304 1506 [J7,809 )10 0 mis
dia de consumo
normal?
éCon qué
fPctncia [ 102veces D204 vemsal [ 2a3veces [ 4 o més veces
consume U Nunca al mes mes enla semana alasemana
alguna bebida
alcohodlica?

Hoja de Recoleccion de Datos Version 3.0, Proyecto: “IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES GENOMICOS ASOCIADOS AL SUICIDIO”, fechado 30 de Agosto
de 2018, Monterrey, Nuevo Ledn, México, Dr. Antonio Ali Pérez Maya
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Tabaquismo  [J Nofumador [J Ocasional [ Leve [J Moderado ] Alto

Consumo . sy
diario de tabaco __ cigarros por dia Edad de inicio
Afios de Edad en quese
tabaquismo T suspendio T
éCon qué [J Seolo algunosdias
frecuencia [] Diario O Agunosdias sueltos al mes
en lasemana
fuma?
¢Consume O si [] Derivadosdel
alguna otra éCual? cannabis [] Cocaina [ Heraina () Tranquilizantes ] Otros
[ No
droga? (marihuana)
¢Hace cudnto

que los Alcohol
consume? Marihuana
(Nimero de  Otras drogas
meses o afos)

ANTECEDENTES MEDICOS
&Tiene
enfermedades [ Diabetes [ Hipertension CHipercolesterolemia O Otra‘ gHaca cilmio
(Especifique)
base?
Csi Especifique éSufre alguna CIsi Especifique
Cirugias previas [J No discapacidad? [JNo
&Esté bajo algan si Especifique ¢Estd bajoalginotro [ Si Especifique éHace cudnto?
—— [N tipo de tratamiento? [N
hormonal? ° —— o o
éSufre algan
padecimientoque [JSi Especifigue éHace cuanto?
le provoque dolor [ No
fisico?
ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
Familiares con Oo 01 02 3
cancer
Tipode cdncer [ Céncerde a Ca’nc.er de [] Céncerde Espedfique [J Linea [J Linea fdad
de familiar 1 mama ovario colon materna paterna

Hoja de Recoleccion de Datos Version 3.0, Proyecto: “IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES GENOMICOS ASOCIADOS AL SUICIDIO”, fechado 30 de Agosto
de 2018, Monterrey, Nuevo Ledn, México, Dr. Antonio Ali Pérez Maya
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Tipode cincer [ Céncerde [J Cancer de [ Céancer de Expeciioue [ Linea [J Linea Edad
de familiar 2 mama ovario colon speclia materna paterna T—
Tipode cincer [J Cancerde [ Cancer de [ Cancer de £ . [ Linea [ Linea
3 spedfique Edad
de familiar 3 mama ovario colon materna paterna
GENEALOGIA
Procedencia de |a
Procedencia del padre madre
Procedencia del abuelo Procedencia del
paterno abuelo matemo
Procedencia de la Procedencia de la
abuela patema abuela materna
ACTIVIDAD FiSICA
¢Realiza algin tipo
de ejercicio? Osi U No
SXk B0 e [ Caminata [ Correr [ Spinning [ Yoga [ Pesas [J Natacion  Espedfique
ejercicio?
Frecuencia ] Diario L] Tercer dia ] Semanal Especifigue
Tiempo dedicado )30 minutos [ 45 minutas (] 60 minutas Especifigue
Tiempo desde inicio J1afoy .
de actividad fisica [J1semana [ 1mes [] 6 meses [ 1 afo medio Especifique
HISTORIAL PSIQUIATRICA FAMILIAR
Historial familiar de Nosabe | No Si éQuién?

Esquizofrenia

Trastorno Bipolar

Depresian Mayor

Alcoholismo

Drogadiccion

Distimia (trastorno depresivo persistente)

Ataques de panico

Agorafobia (fobia a espacios abiertos)

Trastorno cbsesivo-compulsivo

Fobia social

Fobia especifica

Ansiedad generalizada

Demencia

Retardo mental

Trastorno de personalidad

Otro (especifique)

Hoja de Recoleccion de Datos Version 3.0, Proyecto: “IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES GENOMICOS ASOCIADOS AL SUICIDIO”, fechado 30 de Agosto
de 2018, Monterrey, Nuevo Ledn, México, Dr. Antonio Ali Pérez Maya

3/4

152




DIAGNOSTICO

FECHA DE INICIO

PADECIMIENTO ACTUAL

EPISODIO ACTUAL

DEPRESION MAYOR

TRASTORNO BIPOLAR

ESQUIZOFRENIA

OTRO:

TRATAMIENTO ACTUAL

DOSIS

FECHA DE INICIO

ESCALAS DE EVALUACION

FECHA

PUNTAJE

MADRS

PANSS

YOUNG

cal

C-SSRS

IDB

CFI-S

OTRA:

Persona que recolecta los datos (Nombre y Firma):

Persona que toma las muestras (Nombre y Firma) :

Hoja de Recoleccion de Datos Version 3.0, Proyecto: “IDENT IFICACION DE

BIOMARCADORES GENOMICOS ASOCIADOS AL SUICIDIO", fechado 30 de Agosto

de 2018, Monterrey, Nuevo Le6n, México, Dr. Antonio Ali Pérez Maya
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Anexo 4. Escala de Columbia para evaluar la seriedad de laideacion suicida (C-.-
SSRS).

SUBJECT IC: [

DATE: 2
d dim m mly y y ¥ RATER INITIALS:

ESCALA DE VALORACION DE LA
UNIVERSIDAD DE COLUMBIA SOBRE LA
INTENSIDAD DE IDEAS SUICIDAS
(C-SSRS)

Version de primera evaluacion/monitoreo

Version 14/01/2009

Posner, K.; Brent, D.; Lucas, C.; Gould, M.; Stanley, B.; Brown, G.; Fisher, P.; Zelazny, J.;
Burke, A.; Oquendo, M.; Mann, J.

Limitacion de responsabilidod:
La presente escala se diseié con el fin de que la utilicen individuos que hayan sido entrenados para su
administracién. Las que se induyen en la Escala de Valorocion de lo Universidod de Columbia sobre lo

preguntas que
Inmdd&l&aSMm(GSSﬁwunﬂmmn#&)Waumw&m
instancia, la determinocién de la presencia de ideas o comportomiento suicida depende del juico de lo persona que
administra la escala.

En esta escala, las definiciones de conductas suicidas se bason en las que utiiza The Columbia Suicide
Hhxmfmawmm}MnMam.MDyMaquuendo.MD Conte Center for the Neuroscience of
Mental Disorders (CCNMD), New York State Psychiatric Institute, |05 Riverside Drive, New York, NY, 10032
(Oquendo M. A, Halberstom B. & Mann |. |, Risk factors for suicidal behavior: utility and limitations of research
instruments. En M.B. First [Ed.] Standardized Evaluation in Clinical Practice, pp. 103 -130, 2003).

Para obtener copias de la escalo de valoracién C-SSRS, comuniquese con Kelly Posner, Ph.D.,
New York State Psychiatric Institute, 1051 Riverside Drive, New York, New York, 10032; para
solicitar mds informacién y necesidad de entrenamiento, escriba a posnerk@nyspi.columbia.edu

© 2008 The Research Foundation for Mental Hygiene, Inc.

O-BSRSMM Mexico/Spanish - Version of 07 Apr 14 - Mapi
10 7851 | C-SSRS Basene-Soreening_AUS. 1_spe-MX doc

RORETOPSYI01S_Scrwening Wbt PP W59 M_MEX.Sparish DMAPRS) 2068

154



—

Formule las preguntas | y 2. S1 la respuesta a ambas pregunias s negativa. pase @ la seccion "Conducta
suicida®. Si la respuesta a la pregunta 2 es "S”, formude las preguntas 3, 4 y 5 St la respuesta a la
pregunta 1 o 2 es "Si*, conteste la secciém de "Gravedad de las idecs”™ que se encuentra abajo.

(3) No cxdate la certesa de que lo(la) bayan desenido elemenios (0) No spiics

¢ Existen factores - alguien o algo (por cjemplo, familia, religion, dolor al morir) - gue hayan acabado con su deseo
de morir o llevar a cabo sus ideas de suicidarse?
ivos definits lo(ka) detav (4) Es oy probable gee no k(la) hayan detenido elerertos

(1) Los ¢ A
suicidasse.
(2) Los elementos disuasivos probablemente lo(la) detuvieron. (5) Defimitin no lola) devierce elementos dissasivos.

antes de que imentars

1. Deseco de estar muerto(s)
ﬂh)mmhphdbh“adhb-moﬁ-*“.dhh* S Ne Si Ne
doemidofa) y no despertar,
Ha deseado estur muertofa) o poder dormirse y no despertar? 0O 0 o0
Si ls respuests es o, describe:
2. Idens suicidas sctivas no especificas
Pensamientos relativos al desso de fin vids cemplo, “Fie p 4 durwe ) sun ideas sobee
e Ly e e b LB L
4 He tenido reslmente la ides de swicidarse? Qg o oo
Sl la respucsts es si, describe:
3. Ideas suicidas activas con cuslquier método (no un plan) sis ks intencién de actuar
Fl(la) participante confirma que ha tenido ideas suicsdes ¥ ha perado ex &l menos wn mitodo demnte o periodo de evakacide. Fxto s dferencia de S Ne S No
mhqﬂumu“.m-o“““hhhnﬂp-n—'--’h“ol
Eto inchrye s un(a) participarse que diria: “He dewido ks ides de ingertr una sobrediosts. peo mamcs twve s plin expecifico sobre of momente, hger . 0 O 0o o
¥ cdo bo haria reclmente ..y mmoa lo haria®. |
Ha pensado en cdmo levaria exto & cabo? |
$i la respucsts es #i, describa:
4. Ideas suicidas activas con clerta intencién de actuar, sin un plan especifico ;
“mhdﬂumtmhﬁtym-s—uﬁ-ﬂh—‘bm- Si Neo S Ne
diferencia de “Tengo lat pensamsentos. pero defimstroamente mo nads ol respecss”.
£ Ma tenido estas ideas y en clerto grado la intenciém de levarlas & cabeo? O o 0O 0
Si la respuests es si, describe:
&, Ideas suicidas activas con un plan especifico ¢ intencion
m&.ﬁ”hﬁu-pﬁmy“ou“ylm'mdﬂd‘“h S Ne S Ne

L] este
‘mw-%ouwuumhm‘n-—u-ah.-u-,—r 0O 0D O D
Si la respuesta es o, describa:

VEDAD DE LAS
hm,aan:'hduﬂa?agmm d#c-b“m&wn:da:WMIJ‘
arriba, donde | es e menos grave y 5 e ol mds grave). acerca del momenso en porticipants tuvo con
mayor Intensidad Ideas suicidas. o
W- Idea mds grave: Mis grave | Mis grave

Tpe N (1.5 D mpcrem de 2 ges

Ultimas X meses - Idea mds grave:
b b — - ] ] —
Frecuencia
¢ Cudntas veces ha tenido estas ideas? |
(1) Menos de una vez s ls ()Unsvezals ()DelaSvecesale (4) Diario 0 el (5) Muchas veces cads

wmana semana. semans Saro dia. —_ —
Duracién
Cuando tlene estas ideas, ;cudnto tiempo duran éstas?
(1) Son breves (. rﬂuoul (4) De 4 a § horas o ks mayor parte del dia. J— -
(R)M-lu‘dn- ° de tempo. (£) Mis de § horws (perwstotomente) o en forma continua.
(3] De 1 3 4 horas 0 bastante tiempo.
Capacidad de controlarias B
Cuando usted ha querido, ; ha podido o puede dejar de pensar en suicidarse o querer morir |
(l)hﬂue.uhv-pml‘-umhl.u (4)=.—*-,-—~-n—m~ l S .
(2) Poede controlar sus pensamientos con poca difiosizad (5) Es imcapaz de controlar sus pessamientos. |

s con dificultad No imenca

Elementos disuasivos

Razones que causan cstas ideas

4 Qué tipo de razones lo(la) motivaron a pensar em querer morir o swicidarse? ; Fue para poner fin al dolor 0 a la
Jforma en que se estaba usted sintiendo (en otras palabras, no podia seguir viviendo con este o en la forma en
qu#nﬂoﬂm“hﬂnwomm-wbmmno
ambos

Unicamente para llamar la stencide, por venganza o pan (4) Principelmente para poner fin af dolor 0 detenerio (asted no podia
seguir vivieado

)

obtener una resccidn de otras personas. con e dolor o en s forma en que asted se estaba
@) lisenar Is stencitn, °

T el —— S

(3) Tanto para lamaer la atencide, por venganza o pare obeener uns seguir viviendo con o dolor 0 en la forma en que wted se estaba
w&:&”me-mm ol dolor o No“‘
decenerio. — (O)Nosplca
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SUBJECT ID:
CONDUCTA SUICIDA Durante o 6
(Marque todo aquello que corresponda. siempre y cuando sean evertos separados: debe preguntar sobre todos :.-: o
Iatento real: S Ne S Ne
Una accién que pueds pr Jesicnes a ai mu: A '*-d-—.ﬁ.h.-ﬁ.nwdﬂ.h 0O n
Condacts se persd en panie como un Jo pars Noes que la agvags & @ |00%. S easte 0o o
Intencion o deseo de morir relacianado con el acte, entances éme pusde consaderane an mierto res de suadio. Vo €3 mecesario que
haya dafo o lesién flsica, 36k Is posibillidad de que éstos 3¢ produzcan. Si I persons tirs del gasillo cuando Ja pistols esti en su boca,
dmnhﬂ-yn“uh“nn*m-‘
E-w-ahm m-d.)p‘kr-'hﬁhohﬁ—.-ﬂum’-m
existe a partir de la conducta o las ciscunstancias. Por gemplo, Un 800 008 LN alts probubulidad de cacar ls muerte ¥ que claramente 1o es
wn acciderte, de forma que no aﬂ--—u--b-ho-u— q-,-.q--u-t--h“-
ventans de = piso en allurs). Poede dadecirse Jue esta Aen(sdn eABTe 3 perticipente megs la mtencion de moriz, pero pensd
que Jo que hizo podria haber cassado su muerte,
¢ Ha intentado swicidarse?
szzmwadmr =
2Ha hecho pudicra haber ocasionado su mucrse.
‘wz'.h h"‘ Nimero total | Nibmero total
mh—hﬂﬁa-tﬁf de istentos de intentos
;MM( ‘aunque fuera un poce) cuando M ?
;lm’owﬁaudh“w —_— —_
m'umw-ma-omh ?
‘o:oib a-m—mma—m-u&n“d-ﬁ—-
.dhoa-’#ohp-punum Sua rera 7 lesiones » & mismola] s intencitn scida )
respuesta es i, describa:
Si Ne Sl Ne
M)r-mhmmm.pmu-.u-mt---—a-
suicida g o o 0
Intento interrumpido: S Ne Sl Ne
Cuando sc intorrampe a la persana (con una circunstancia exaema) antes de que comsonce & readizar of acte que potenciaimente podria
m-)unhnuu_uum’“-—-m 0O 0 O o
Mhm— m-hnp-npuwc—o-.—-pu—m—.-
comvierie mis en un intenso que en un intento imermetpedo. Dispero ks perwons Seme o am=a © msTa, ‘b
Quits o arma, 0 de alguna maners se evita que tire del gatillo. Cuande ke e ded dd-—--ﬁnp--
Intento. Saktar: la persona esth lista pars saltar al vacio, s sujetan v ls del boede. pemtior s perscna Sene tns sogs slrededor del | Nimero total | Nimsero total
cuclio, pero alin mo comienza & shorcarse - se evita que bo haga. Se intertos 3< inienton
’mwaw*mmhd‘mcﬁd—o*bﬁh—lbw“b intecrampldes | inteervmpidos
Si la respuesta es sl, describe: — Sm—
Mm S N S Ne
ntentar suicidane, pero s detiere sty 3 Bovar & cabo rmalimente Guslgeer conducta oo oo
mu#nmoh;m«-h*t-m#-&uim-
‘::-*::u-d hacer algo pare taser de quitarse la vida, pero se detuvo antes de que realmente lo hiciera? ab—': b_-:'
una a
shmp‘:ol.uah— - abortados abortadas
Acciones o conductas de preparacién de un 2
mammh--mn“ hﬂ.*-&ﬂmﬂlﬂhh-ﬁhdoh S Ne S Ne
idea, tal como la organizacida de un método especifico (por g -—ohp—-hmhno
mum“%wm*—oﬁﬂ—“ O o O 0
Ha realizado cualguier accidn cuyo fin es intentar swicidarse o prepararse pare guitarse la vida (tal como juntar
un arma, regalar objesos de valor o escribir ume mote swicida)?
Ia respeaesta os si, describa:
Conducta suicida: S Ne S N
(Presenta conducta suicida dunete el periodo de evaluacidn?
Respuesta sdlo en caso de intentos reales s B, [t B teicial o
:a::‘-hdo“ﬂ.: - = Ingrese of Imgrese el Imgrese ol
o= presentan lessones fisicas o son meraple, rasgy condigo <odigy eddigo
1. Lesiones fisicas menores (por ggemplo, i-w—-dﬂt.*buﬁ"hﬂb-t
Ll.-h-uhh-;*-,‘* ou,_,‘q:lu-JJy:. ;4~a
ak . ‘“MW DR R A e
LL“W.ON derads, s salzaciie y erapa stensive ejempio, estato de
en-nuunldu oy .—tudomab--—d U-Ah- de sangre, pero
ldl!-ﬂlhn wm terapia maensiva gemgio, ctado Se s reflejos,
‘ a--.:---numu-;a- t*-*::*.-ha
WIHI“M)
l.a“‘ ial: sédo responda »i la letalidad real=0 Ingrese of lngrese o Ingrese ol
Probable letalidad de un intemo real NO e pr fisicas (lon sypaentes o codige codigo obdigo
losiones fisicas reales, tuvieron el b-qlﬂ..-ﬂnﬁnhﬁyhmﬂmd-n.
dispasd, de maners que no se lesidn fisica; se tendid e ls via cumndo un wen se acorcabe, PO s¢ guitd antes de ser
stropefiadefa]).
0 = Cond no
I-Mmm-_i“m-h-n o

2= Conduets
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Anexo 5. Inventario de la Depresion de Beck (IDB).

INVENTARIO DE DEPRESION DE BECK (IDB)

c O O0CC O O0CC

o 0 00

No me siento descontento conmigo mismo/a.
Me siento descontento conmigo mismo/a.
Me desprecio.

Me odio y me asqueo.

No creo ser peor que otros.

Me critico a mi mismo por debilidad y mis errores.
Me culpo todo el tiempo por mis errores.

Me siento culpable por todo lo que sucede.

No tengo ninguna idea acerca de suicidame.
Tengo ideas de suicidarme, pero nolo haria.
Quisiera suicidarme.

Me suicidaria si tuviera la oportunidad.

10

o 0 OO0

No lloro mas de lo habitual.
Lloro mas que antes.
Lloro todo el tiempo.

Antes podia llorar y ahora no lloro, ni aunque quiera.

1

O 0 00

No estoy mas irritable.

Me irrito mas facil que antes.

Estoy irritado todo el tiempo.

Ya no me irrita lo que antes me irritaba.

12

c C0CCO

No he perdido el interés en la gente.

La gente no me interesa como antes.

He perdido la mayoria del interés en la gente.
La gente no me interesa para nada en absoluto.

13

O O0C¢C

Tomo decisiones tan bien como siempre.
Pospongo la toma de decisiones mas que antes.
Se me complica tomar decisiones.

No puedo tomar decisiones para nada.

14

(oo}

No siento que haya empeorado mi aspecto.
Me preocupa verme feo/a y viejo/a.

Siento que hay cambios en mi apariencia que me hacen que me vea

feo.
Creo que me veo horrible y repulsivo.
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INVENTARIO DE DEPRESION DE BECK (IDB)

15

16

C O 0CC

o C

Puedo trabajar tan bien como antes.

Tengo que hacer un esfuerzo extra para iniciar algo.
Tengo que obligarme a hacer cualquier cosa.

No puedo trabajar para nada.

Duermo tan bien como antes.

No duermo tan bien como antes.

Me despierto 1 0 2 horas antes de lo acostumbrado y me es dificil
volver a dormirme.

Me despierto muchas horas antes de lo acostumbrado y no puedo
volver a dormirme.

17

C O O0C

No me canso mas de lo habitual.

Me canso mas faciimente que antes.

Me canso de hacer casi cualquier cosa.

Me siento muy cansado de hacer cualquier cosa y no puedo hacer
nada.

18

O C OO0

Mi apetito es igual que siempre.

Mi apetito no es tan bueno como antes.
Casi no tengo apetito.

No tengo apetito en absoluto.

19

O 0 C O

No he perdido peso o casi nada.

He perdido mas de 2.5 kg.

He perdido mas de 5 kg.

He perdido mas de 7.5 kg (EstoyadietaSl___ NO__ ).

20

C

Mi salud me preocupa mas que antes.

Me preocupan molestias como dolores de cabeza, malestar estomacal
o estrefimiento.

Estoy tan preocupado por mis molestias fisicas que es dificil que
pueda pensar en ofra cosa.

Estoy tan preocupado por mis molestias fisicas que ya no puedo
pensar en nada mas.

21

C O 0CC

Mi interés por el sexo es igual que antes.

Estoy menos interesado en el sexo que antes.

Ahora estoy mucho mas interesado en el sexo que antes.
He perdido completamente mi interés en el sexo.
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Anexo 6. Escala de Informacién Funcional Convergente para el suicidio de

Niculescu y cols.

CONVERGENT FUNCTIONAL INFORMATION FOR SUICIDE (CFI-S) SCALE
Niculescu AB, Levey DF, Phalen PL, Le-Niculescu H, Dainton HD, Jain N, Belanger E, James A,
George S, Weber H, Graham DL, Schweitzer R, Ladd TB, Learman R, Niculescu EM, Vanipenta
NP, Khan FN, Mullen |, Shankar G, Cook S, Humbert C, Ballew A, Yard M, Gelbart T, Shekhar A,
Schork NJ, Kurian SM, Sandusky GE, Salomon DR. Understanding and predicting suicidality
using a combined genomic and clinical risk assessment approach. Mol Psychiatry. 2015 Aug
18. doi: 10.1038/mp.2015.112. [Epub ahead of print]. PMID: 26283638.

Los elementos se califican como 1 para si y 0 para no. El puntaje total maximo posible es de
22. El puntaje final se divide entre el numero de elementos puntuados. Algunos elementos

pueden tener informacion no dis

ponible y estos no se tomaran en cuenta.

introversion excesiva,
escrupulosidad
(incluyendo intentos
suicidas)

Elementos Si No NA Dominio Tipo (Razones
incrementadas
IR; Barreras
decrecientes
DB)
1. Enfermedad psiquiatrica Salud mental IR
diagnosticada y tratada
2. Con pobre obediencia al Salud mental DB
tratamiento
3. Historia familiar de suicido Salud mental IR
en parientes
consanguineos
4. Conocer a alguien Factores DB
personalmente que haya culturales
cometido suicidio
5. Antecedente de abuso: Satisfaccion de IR
sexual, fisico, emocional, vida
negligencia
6. Enfermedad mental aguda Salud fisica IR
o severa, incluyendo dolor
(No puedo soportar este
dolor) en los ultimos 3
meses
7. Estrés agudo: pérdidas, Estrés ambiental | IR
dolor (en los ultimos tres
meses)
8. Estrés crénico: no sentirse Estrés ambiental | IR
necesitado, sentirse poco o
nada util
9. Antecedente de Salud mental IR
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10. Insatisfaccién con la vida Satisfaccion de IR
en este momento vida

11. Falta de esperanzas a Satisfaccion de IR
futuro vida

12. Abuso de sustancias actual Adicciones DB

13. Antecedente de Salud mental DB
comportamiento o|intentos
suicidas

14. Falta de creencias Factores DB
religiosas culturales

15. Estrés agudo: Rechazo (en Estrés ambiental | IR
los ultimos tres meses)

16. Estrés crénico: falta de Estrés ambiental | DB
relaciones positivas,
aislamiento social

17. Antecedente de Salud mental DB
extroversion excesiva y
actos impulsivos
(incluyendo ira, enojo,
peleas fisicas, bisqueda de
venganza)

18. Falta de habilidades de Salud mental DB
afrontamiento hacia el
estrés (quiebre bajo
presion )

19. Falta de hijos. Si tiene hijos Satisfaccion de DB
no mantiene contacto con vida
ellos o no los cuida.

20. Antecedente de Salud mental IR
alucinaciones con daiio a si
mismo

21. Edad: Mayor de 60 y Edad IR
menor de 25 afos

22. Género: Masculino Género DB
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Anexo 7. Formato de llamado de variantes (VCF).

1: CHROM | 1 Cromosoma en donde se ubica
la variante
2: POS 1053827 Posicioén de la variante en el cro-
mosoma
3: 1D rs74685771 Identificador de la variante
4: REF G Alelo de referencia
5: ALT C Alelo encontrado en la muestra
6: QUAL 856.77 Score de calidad de la variante
7: FILTER | PASS Flag de calidad de la variante
8:INFO AC=1; Numero de alelos alternos en-
contrados
AF=0.500; Frecuencia alelica (alelo al-
terno)
AN=2; Numero total de alelos para una

variante

BaseQRankSum=-2.129

Z-score de la calidad de las ba-
ses mapeadas en el alelo alterno
vs el alelo de referencia em-
pleando una prueba de Wilco-
xon

ClippingRankSum=-0.286;

Z-score del nimero de lecturas
con calidad de mapeo bajas pa-
ra el alelo alterno vs el alelo de
referencia empleando una prue-
ba de Wilcoxon

DB;

Indica si la variante pertenece a
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DP=63;

nimero de lecturas mapeadas
en la posicion de la variante

FS=0;

P-value ajustado para determi-
nar sesgo hacia una cadena de
DNA empleando una prueba
exacta de Fisher

MLEAC=1;

Maxima verosimilitud esperada
para el nimero de alelos obser-
vados (depende del nimero de
muestras).

MLEAF=0.500;

Maxima verosimilitud espera-
da para las frecuencias alélicas
(depende del nimero de mues-
tras).

MQ=60.00;

Calidad media de mapeo en la
posicion de la variante.

MQRankSum=-0.0.635;

Z-score de la calidad de mapeo
las bases alineadas en el alelo
alterno vs el alelo de referencia
empleando una prueba de Wil-
coxon

QD=13.60;

Confianza del alelo observado
(Quality over depth)

ReadPosRankSum=0.621;

Z-score del sesgo posicional
(con respecto de la longitud de
la lectura) del alelo alternativo
vs el alelo de referencia (depen-
de del nimero de muestras)

SOR=0.768; Suma simétrica de la razon de
momios del nimero de lecturas
que presentan la variante cerca
del final de la lectura, vs las lec-
turas que la presentan cerca del
inicio de la lectura.

VQSLOD=3.39; Logaritmo de la razén de mo-
mios de que la variante sea ver-
dadera vs que sea un falso posi-
tivo.

culprit=qd El descriptor que presento la
métrica mas desfavorable

9:FORMAT | GT Genotipo

AD Profundidad de los alelos obser-
vados (Ref,Alt)

DP Profundidad total (nimero de
lecturas

GQ Calidad del genotipado

PL Verosimilitud de genotipos
(Obs,Nul,Alt)

10:2204 0/1 Heterocigoto
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37,26

(G)37 reads + (C)26 reads

63

99

885,0,1386
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ANEXO 8: Detalles de los genes que conforman el panel personalizado de secuenciacion de exoma dirigido.

Gen Cromosoma Inicio Final Longitud (pb) # de amplicones Bases totales Bases cubiertas Bases no cubiertas Cobertura general # de exones
GENE JUN chrl 58,780,791 | 58,784,047 3257 14 3373 3355 18 0.995 1
GENE GBP1 chrl 89,052,319 | 89,065,230 12,912 19 3600 3600 0 1 11
GENE PTEN chrl0 87,863,625 | 87,971,930 108,306 45 9361 9158 203 0.978 12
GENE HTRA1 chr10 122,458,551|122,514,907 56,357 13 2570 2174 396 0.846 9
GENE PAFAH1B2 chrll 117,144,2841117,178,173 33,890 30 6863 6468 395 0.942 12
GENE PCDH9 chrl3 66,302,834 | 67,230,445 927,612 26 6477 6477 0 1 5
GENE LHFP chri3 39,209,116 | 39,603,528 394,413 12 2358 2348 10 0.996 4
GENE FOXN3 chrl4 89,124,871 | 89,619,165 494,295 38 8492 8362 130 0.985 8
GENE SKA2 chrl?7 59,109,857 | 59,155,260 45,404 15 3347 3331 16 0.995 5
GENE ALDH3A2 chrl7 19,648,136 | 19,685,760 37,625 22 4377 4352 25 0.994 12
GENE PIK3R5 chrl7 8,878,911 | 8,965,712 86,802 32 5612 5566 46 0.992 21
GENE MBP chrl8 76,978,827 | 77,133,708 154,882 33 7400 7111 289 0.961 12
GENE BCL2 chrl8 63,123,346 | 63,320,280 196,935 26 6770 6756 14 0.998 4
GENE AKT1S1 chr19 49,869,033 | 49,878,459 9,427 17 3360 3249 111 0.967 9
GENE APOE chr19 44,905,791 | 44,909,395 3,605 11 1760 1452 308 0.825 8
GENE SPTBN1 chr2 54,456,317 | 54,671,446 215,130 68 14874 14838 36 0.998 38
GENE IL1B chr2 112,829,751|112,836,843 7,093 9 1848 1848 0 1 7
GENE PKP4 chr2 158,456,952|158,682,879 225,928 32 5871 5424 447 0.924 25
GENE GSK3B chr3 119,821,321|120,095,823 274,503 35 7718 7489 229 0.97 12
GENE CD47 chr3 108,043,091|108,094,200 51,110 28 5896 5620 276 0.953 11
GENE SLCAA4L chr4 71,062,646 | 71,572,087 509,442 44 9310 8951 359 0.961 27
GENE ARHGAP26 chr5 142,770,370|143,229,011 458,642 48 10191 10148 43 0.996 24
GENE ATP6VOE1 chr5 172,983,771|173,035,445 51,675 6 1082 1082 0 1 4
GENE CD24 chré 106,969,831|106,976,855 7,025 15 3409 3145 264 0.923 6
GENE CD164 chré 109,366,514|109,382,812 16,299 20 3412 3412 0 1 8
GENE MARCKS chré 113,857,345|113,863,475 6,131 21 4406 4205 201 0.954 2
GENE IL6 chr7 22,725,884 | 22,732,002 6,119 8 1434 1434 0 1 5
GENE PTK2 chr8 140,657,900|141,002,216 344,317 46 6509 6246 263 0.96 37
GENE LPAR1 chr9 110,873,252|111,038,998| 165,747 14 3418 3345 73 0.979 5
GENE RECK chr9 36,036,905 | 36,124,455 87,551 38 6857 6840 17 0.998 26
GENE MAOB chrX 43,766,610 | 43,882,450 115,841 19 3345 3345 0 1 15
GENE SAT1 chrX 23,783,158 | 23,786,226 3,069 9 1537 1537 0 1 7
GENE PGK1 chrX 77,910,739 | 78,129,295 218,557 16 2973 2973 0 1 11
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ANEXO 9: Variantes exclusivas previamente reportadas del grupo de suicidio
consumado.

ID Ubicacion  Alelo Efecto Gen AA Coddn SIFT PolyPhen  FA(1KG) FA (GnomAD)
rs1232590837 B2602-587 T missense_variant JUN G/S Ggc/Agc plerated(0.5[enign(0.017 - 0
rs1397173746 B4024-587] A 5_prime_UTR_variant JUN - - - - - -
rs747396979 p6120-890) CTTCTTCT inframe_deletion GBP1 [LEEEV/LEEV[GAAGtg/ctA - - - 7.96E-06
rs17130717 p8974-890] G missense_variant GBP1 E/D gaG/gaC plerated(0.3[enign(0.009 0.009 0.01994
rs35736544 $63879-878 A 5_prime_UTR_variant PTEN - - - - 0.0062 -
rs34413673 $63922-878GCGGCGG] 5_prime UTR_variant PTEN - - - - - -
rs889404566 $63995-878 A 5_prime_UTR_variant PTEN - - - - - -

rs555895 61150-879 G intron_variant PTEN - - - - 0.4325 0.3733
rs761378460 )69417-879 TTATT 3_prime_UTR_variant PTEN - - - - - -
rs41284074 )70015-879 G 3_prime_UTR_variant PTEN - - - - 0.0431 -
rs974736962 )71325-879 T 3_prime_UTR_variant PTEN - - - - - -
rs948740450 }61389-122 A upstream_gene_variant HTRA1 - - - - - -
rs1214281338 }14159-122 G intron_variant HTRA1 - - - - - 3.98E-06
rs1408457816 |44460-117 A intron_variant PAFAH1B2 - - - - - 0
rs12273027 |70475-117 T downstream_gene_variant [PAFAH1B2 - - - - 0.0088 -
rs570371151 |76314-117 C upstream_gene_variant SIDT2 - - - - 0.0002 -
rs61905521 |[78304-117 A upstream_gene_variant SIDT2 - - - - 0.016 -
rs985991772 }43623-393 C 3_prime_UTR_variant LHFPL6 - - - - - -

rs540687752 $03337-396) GGGGGG | upstream_gene_variant LHFPL6 - - - - - -
rs1246155055 j03347-396 upstream_gene_variant LHFPL6 - - - - - -
rs1017650634 }04530-663 T 3_prime_UTR_variant PCDH9 - - - - - -
rs957266665 125617-672| T missense_variant PCDH9 AT Gct/Act plerated(0.3y_damaging - 3.98E-06
rs947750494 |59527-891 C downstream_gene_variant| FOXN3 - - - - - -
rs1199530983 |60925-891] AAAAAA |downstream_gene variant | FOXN3 - - - - - -

—

rs540682710 |61537-891 A 3_prime_UTR_variant FOXN3 - - - - 0.001 -
rs202116271 |61587-891 GTG 3_prime_UTR_variant FOXN3 - - - - - -
rs774391467 }12379-894 A missense_variant FOXN3 K/M aAg/aTg |eterious(0.{enign(0.05 - 3.98E-06
rs1319079155 j05835-890 C _variant,NMD_transcript_v| PIK3R5 - - - - - -
rs182576547 )09263-890 A _variant,NMD_transcript_v| PIK3R5 - - - - 0.0006 -
rs112515680 §11601-891 A _variant,NMD_transcript_v| PIK3R5 - - - - 0.003 -
rs146742699 $72006-1960 GGCGGC intron_variant ALDH3A2 - - - - 0.9922 0.003848
rs1181766207 |31049-591 A intron_variant SKA2 - - - - - -
rs905223073 [55390-591) TTTTTTIT [ upstream_gene_variant PRR11 - - - - - -
rs117640948 |26288-631 A 3_prime_UTR_variant BCL2 - - - - - -
rs4987848 [27683-631 T 3_prime_UTR_variant BCL2 - - - - 0.0014 -
COSV61373122127909-631 - - - - - - - - -
rs114373512 }18708-633] A 5_prime_UTR_variant BCL2 - - - - 0.0343 0.006956
rs368841079 )84714-769 C intron_variant MBP - - - - - -
rs114952201 )90036-769 T intron_variant MBP - - - - 0.0254 0.005853
rs767145851 )90109-769 A intron_variant MBP - - - - - 2.50E-05
rs549825712 )13766-770 A intron_variant MBP - - - - 0.001 -
rs148530136 )16383-770 T intron_variant MBP - - - - 0.002 -
rs768330784 )16789-7700 TTIT intron_variant MBP - - - - - 4.15E-06
rs138484926 )16844-770 G synonymous_variant MBP R cgG/cgC - - 0.0058 0.01294
rs117933381 )66435-770 A intron_variant MBP - - - - 0.0018 0.004672
rs752409518 )08608-449 A synonymous_variant APOE A gcG/gcA - - - 8.18E-06
rs1399588262 |08698-449 A synonymous_variant APOE Vv gtG/gtA - - - 0
rs749202282 $73191-498 T upstream_gene_variant | TBC1D17 - - - - - 3.21E-05
rs728899 77981-498 T intron_variant TBC1D17 - - - - 0.0018 -
rs13394958 [8590-545] T 5_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - 0.0473 -
rs6719237 P1569-546] T intron_variant SPTBN1 - - - - 0.0082 -
rs896592935 B0832-546] A intron_variant SPTBN1 - - - - - 3.14E-05
rs114352511 F6087-546 G intron_variant SPTBN1 - - - - 0.0054 -
rs185861084 56101-546 G intron_variant SPTBN1 - - - - - -
rs146042204 59293-546] A intron_variant SPTBN1 - - - - - -
rs17046095 B0533-546( A 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - - -
rs929698729 H8822-546( C 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - - -
rs561583220 H8910-546( AAT 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - - -
rs72806656 B9163-546( G 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - - -
rs8769 £69173-546( A 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - 0.0633 -
rs180904302 [70222-546] C 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - 0.0014 -
rs761948239 B1442-112 C intron_variant IL1B - - - - - 7.96E-06
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COSV5452180435575-112 - - - - - - - - -
rs62182660 p7351-158 C upstream_gene_variant | CCDC148 - - - - - -
COSV6767727042571-158 - - - - - - - - -
rs140542585 ¥4304-108 C 3_prime_UTR_variant CD47 - - - - 0.0008 -
rs1456674998 #4415-108(AAAAAAAA 3_prime_UTR_variant CD47 - - - - - -
rs770386704 $9694-108 C intron_variant CD47 - - - - - 4.87E-05
rs75680983 [79908-108 T intron_variant CD47 - - - - 0.0379 -
rs556302460 P3266-119 A 3_prime_UTR_variant GSK3B - - - - 0.0006 -
rs750822479 [76531-119 T intron_variant GSK3B - - - - - 4.53E-05
rs72971026 P4530-120 A upstream_gene_variant GSK3B - - - - 0.0184 -
rs761573966 [72766-714 G missense_variant SLC4A4 A% Att/Gtt folerated(1)enign(0.003 - 0.0001356
rs72650362 [72872-714 G missense_variant SLC4A4 K/R aAg/aGg |eterious(0.Gbly_damag( 0.0016 0.002114
rs990743061 B7550-715 G intron_variant SLC4A4 - - - - - -
rs773041908 [70788-715 G 3_prime_UTR variant SLC4A4 - - - - - -
rs140027102 [72124-715 G downstream_gene_variant [ SLC4A4 - - - - 0.0004 -
COSV9919173413235-142 - - - - - - - - -
rs555793640 [14205-143 G intron_variant ARHGAP26 - - - - 0.0002 -
COSV50825566 2270-143 - - - - - - - - -
rs769286465 R2272-143 - intron_variant ARHGAP26 N N - - - -
rs920935835 P3846-143 G 3_prime_UTR_variant |ARHGAP26 - - - - - -
rs770360432 P5408-143 T 3_prime_UTR_variant |ARHGAP26 - - - - - -
rs189191140 P6219-143 A 3_prime_UTR_variant |[ARHGAP26 - - - - - -
rs114419174 B4761-173 A 3_prime_UTR_variant [ATP6VOE1 - - - - - -
rs111388243 K6735-109]AAAAAAAA[ 3 _prime_UTR variant CD164 - - - - - -
rs11542731 $6927-109 C 3_prime_UTR_variant CD164 - - - - 0.0182 -
rs57478604 H7838-109 A 3_prime_UTR_variant CD164 - - - - 0.0182 -
COSV99248772[70494-109 - - - - - - - - -
rs377505131 [77889-109 C intron_variant CD164 - - - - - 7.96E-06
rs1283299946 59440-113 C intron_variant MARCKS - - - - - -
rs893263671 H0743-113 C 3_prime_UTR_variant MARCKS - - - - - -
rs552654189 H0760-113 G 3_prime_UTR_variant MARCKS - - - - 0.0002 -
rs1169322694 1087-113 - 3_prime_UTR_variant MARCKS - - - - - -
rs352083 p1962-113 T 3_prime_UTR variant MARCKS - - - - 0.0523 -
rs45448797 $H3218-113 C downstream_gene_variant [ MROCKI - - - - 0.001 -
rs34827890 p3595-113 C downstream_gene_variant [ MROCKI - - - - 0.0218 -
rs1386740836 59630-140 C missense_variant PTK2 N/D Aac/Gac }lerated(0.1[enign(0.099 - -
rs59811767 p9657-140 AA intron_variant PTK2 - - - - - -
rs41272411 B2292-140 G intron_variant PTK2 - - - - 0.0042 -
rs73373526 [18165-140 A intron_variant PTK2 - - - - 0.026 -
rs202046739 P0533-140 C intron_variant PTK2 - - - - 0.0014 0.001291
rs139893051 B7047-360 A missense_variant RECK A/T Gec/Acc plerated(0.4| benign(0) 0.0098 0.001454
rs200662164 H8823-360 G e_region_variant,intron_val RECK - - - - - 8.55E-06
rs139106894 B7911-360 T synonymous_variant RECK L ctC/ctT - - 0.0014 0.0002311
rs375477269 P8146-361 A missense_variant RECK V/I Gtt/Att plerated(0.1lenign(0.09 0.0002 9.50E-05
rs188160177 [17183-361 A e_region_variant,intron_val RECK - - - - 0.0004 0.0004313
rs111613206 P3054-361 A 3_prime_UTR_variant RECK - - - - 0.006 0.001972
rs79950608 [73692-110 A downstream_gene_variant| LPAR1 - - - - - -
rs34483952 K2133-110 A synonymous_variant LPAR1 N aaC/aaT - - 0.0106 0.00266
rs35736544 |ATCH:8786 A upstream_gene_variant KLLN - - - - 0.0062 -
rs34413673 |ATCH:8786]GCGGCGG({ upstream_gene_variant KLLN - - - - - -
rs889404566 |ATCH:8786 A upstream_gene_variant KLLN - - - - - -
rs555895  |ATCH:8796 G intron_variant PTEN - - - - 0.4325 -
rs761378460 [ATCH:8796{ TTATT |downstream_gene_variant PTEN - - - - - -
rs41284074 |ATCH:8796 G downstream_gene_variant PTEN - - - - 0.0431 -
rs974736962 |ATCH:8797 T downstream_gene_variant PTEN - - - - - -
rs1251696044 B5616-237 C downstream_gene_variant| Y_RNA - - - - - -
rs113541391 B6237-237 A downstream_gene_variant | Y_RNA - - - - 0.0178 -
rs746228550 p7196-437 T 3_prime_UTR_variant MAOB - - - - 0.0003 -
rs148113949 p8646-437 C e_region_variant,intron_val MAOB - - - - 0.017 0.004358
rs751217398 p9300-437 G e_region_variant,intron_val MAOB - - - - 0.0003 6.15E-06
rs1468252491 B8794-438 T intron_variant MAOB - - - - - -
rs78165041 [13798-781 A synonymous_variant PGK1 S tcG/tcA - - 0.0042 0.0004256
rs995427711 P6346-781 G downstream_gene_variant| TAF9B - - - - - -
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ANEXO 10: Variantes exclusivas previamente reportadas del grupo de suicidio con
efecto regulatorio.

Posicion Biotipo FA (1000G) FA (GnomAD)
rs1232590837 1:58782602-58782602 T JUN promoter - 0
rs1397173746 1:58784024-58784024 A JUN promoter - -
rs35736544 10:87863879-87863879 A PTEN promoter 0.0062 -
rs34413673 10:87863922-87863931 [GCGGCGGC PTEN promoter - -
rs889404566 10:87863995-87863995 A PTEN promoter - -
rs555895 10:87961150-87961150 G PTEN promoter_flanking_region 0.4325 0.3733
rs41284074 10:87970015-87970015 G PTEN enhancer 0.0431 -
rs948740450 10:122461389-122461389 A HTRA1 promoter - -
rs1408457816 | 11:117144460-117144460 A PAFAH1B2 promoter - 0
rs12273027 11:117170475-117170475 T PAFAH1B2 | open_chromatin_region 0.0088 -
rs61905521 11:117178304-117178304 A PAFAH1B2 promoter 0.016 -
rs540687752 13:39603337-39603338 GGGGGG LHFPL6 promoter - -
rs1246155055 13:39603347-39603347 T LHFPL6 promoter - -
rs540682710 14:89161537-89161537 A FOXN3 open_chromatin_region 0.001 -
rs202116271 14:89161587-89161599 GTG FOXN3 open_chromatin_region - -
rs774391467 14:89412379-89412379 A FOXN3 promoter_flanking_region - 3.98E-06
rs146742699 17:19672006-19672006 GGCGGC ALDH3A2 | promoter_flanking_region 0.9922 0.003848
rs905223073 17:59155390-59155391 TTTTTTTT SKA2 promoter - -
rs117640948 18:63126288-63126288 A BCL2 enhancer - -
rs114373512 18:63318708-63318708 A BCL2 promoter 0.0343 0.006956
rs728899 19:49877981-49877981 T AKT1S1 promoter 0.0018 -
rs13394958 2:54558590-54558590 T SPTBN1 promoter 0.0473 -
rs896592935 2:54630832-54630832 A SPTBN1 promoter_flanking_region - 3.14E-05
rs146042204 2:54659293-54659293 A SPTBN1 | promoter_flanking_region - -
rs62182660 2:158457351-158457351 C PKP4 promoter - -
rs1456674998 3:108044415-108044448 |AAAAAAAAA CD47 open_chromatin_region - -
rs750822479 3:119876531-119876531 T GSK3B enhancer - 4.53E-05
rs72971026 3:120094530-120094530 A GSK3B promoter 0.0184 -
rs555793640 5:143214205-143214205 G ARHGAP26 | promoter_flanking_region 0.0002 -
rs189191140 5:143226219-143226219 A ARHGAP26 | promoter_flanking_region - -
rs1283299946 6:113859440-113859440 C MARCKS promoter - -
rs893263671 6:113860743-113860743 C MARCKS promoter - -
rs552654189 6:113860760-113860760 G MARCKS promoter 0.0002 -
rs1169322694 6:113861087-113861089 - MARCKS promoter - -
rs352083 6:113861962-113861962 T MARCKS promoter 0.0523 -
rs1386740836 8:140659630-140659630 C PTK2 promoter_flanking_region - -
rs59811767 8:140669657-140669658 AA PTK2 promoter_flanking_region - -
rs73373526 8:140818165-140818165 A PTK2 enhancer 0.026 -
rs139893051 9:36037047-36037047 A RECK promoter 0.0098 0.001454
rs111613206 9:36123054-36123054 A RECK promoter_flanking_region 0.006 0.001972
rs1251696044 X:23785616-23785616 C SAT1 promoter - -
rs113541391 X:23786237-23786237 A SAT1 promoter 0.0178 -
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ANEXO 11: Variantes exclusivas previamente reportadas del grupo de pacientes
psiquiatricos con ideacién suicida.

Ubicacion Allele Consequence SYMBOL
rs4647009 1:58783688-58783688 TGTG 5_prime_UTR_variant JUN - - - - 0.8988 -
rs1048815733 1:58784156-58784156 G upstream_gene_variant JUN - - - - - -
rs2296884 1:89063311-89063311 C intron_variant GBP1 - - - - 0.0819 -
rs17130722 1:89065177-89065177 G 5_prime_UTR_variant GBP1 - - - - 0.0813 -
rs71022512 10:87864103-87864104 - 5_prime_UTR_variant PTEN - - - - 1 -
rs201076013 10:87932975-87932979 TTITTT intron_variant PTEN - - - - - -
rs571179150 10:87942808-87942809  |AAAAAAAAA intron_variant PTEN - - - - - -
rs1208681206 10:87960880-87960880 C intron_variant PTEN - - - - - -
rs200142222 10:122489046-122489046 T intron_variant HTRA1 - - - - 0.0002 0.0001086
COSV64564954 | 10:122489593-122489593 - - - - - - - - -
rs187664854 10:122506675-122506675 A intron_variant HTRA1 - - - - 0.0012 0.001715
rs1160017010 | 11:117144457-117144457 G intron_variant PAFAH1B2 | - - - - - 0
rs771942216 11:117174895-117174895 A upstream_gene_variant SIDT2 - - - - - 7.16E-05
rs61955830 13:66302961-66302961 A 3_prime_UTR_variant PCDH9 - - - - 0.0002 -
rs910014390 13:66303055-66303056 TTTTT 3_prime_UTR_variant PCDH9 - - - - - -
rs55837718 13:66304261-66304276  [AAAAAAAAA 3_prime_UTR_variant PCDH9 - - - - - -
rs1323444834 13:66304286-66304286 G 3_prime_UTR_variant PCDH9 - - - - - -
rs146618643 13:67228381-67228381 A synonymous_variant PCDH9 S [tcC/teT| - - 0.0018 0.002124
rs201008151 14:89161306-89161311 TTTTTT downstream_gene_variant FOXN3 - - - - - -
rs1479402894 14:89161585-89161599 GTG 3_prime_UTR_variant FOXN3 - - - - - -
rs796371053 14:89161591-89161599 GTG 3_prime_UTR_variant FOXN3 - - - - - -
rs749220881 14:89619037-89619037 T 5_prime_UTR_variant FOXN3 - - - - - -
rs1158083802 14:89619110-89619110 T 5_prime_UTR_variant FOXN3 - - - - - -
COSV99353191 17:8886307-8886307 - - - - - - - - -
rs1031238858 17:8965520-8965520 C intron_variant PIK3R5 - - - - - -
rs60107647 17:19673387-19673388 TTTTTTTTT intron_variant ALDH3A2 - - - - - -
rs4646806 17:19677613-19677614 TTTTTTTT downstream_gene_variant ALDH3A2 - - - - - -
rs962560312 18:63123435-63123439 ACAAA 3_prime_UTR_variant BCL2 - - - - - -
rs202112192 18:63127091-63127092 TTTTTTTT 3_prime_UTR_variant BCL2 - - - - - -
rs34008680 18:76979962-76979963 AAAAAAAA downstream_gene_variant MBP - - - - - 0.000272
rs145141322 18:76980410-76980410 T 3_prime_UTR_variant MBP - - - - 0.0026 0.003618
rs149486356 18:76984929-76984929 A intron_variant MBP - - - - - -
rs145031965 18:77016784-77016785 T intron_variant MBP - - - - - 0.03357
rs145604835 18:77066253-77066253 A intron_variant MBP - - - - 0.0108 0.003308
rs78045313 18:77105297-77105297 G intron_variant MBP - - - - 0.0194 0.01827
rs1370426995 19:44906802-44906802 C intron_variant APOE - - - - - -
rs949418767 19:49877020-49877020 T upstream_gene_variant TBC1D17 - - - - - -
rs1052627796 19:49877902-49877902 G intron_variant TBC1D17 - - - - - -
rs1451463430 2:54456487-54456487 A 5_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - - -
COSV61687908 2:54629894-54629894 - - - - - - - - -
rs5831316 2:54668789-54668791 TTTTTTTT 3_prime_UTR_variant SPTBN1 - - - - - -
rs145667254 2:112836614-112836620 GAGAGAGAQ intron_variant IL1B - - - - - -
rs79473991 2:158621197-158621197 G intron_variant PKP4 - - - - 0.0106 0.02032
rs368532664 2:158666578-158666578 G intron_variant PKP4-AS1 - - - - - 4.50E-06
rs55777019 3:108044416-108044434 NAAAAAAAAA 3_prime_UTR_variant CD47 - - - - - -
rs1214884874 3:108044417-108044449 AAAAAAAAA 3_prime_UTR_variant CD47 - - - - - -
rs1242632438 3:108044418-108044449 NAAAAAAAA 3_prime_UTR_variant CD47 - - - - - -
rs1188297854 3:108044420-108044449 AAAAAAAAA 3_prime_UTR_variant CD47 - - - - - -
rs897282232 3:108058224-108058225 AAAAAAAAA intron_variant CD47 - - - - - -
rs146013974 3:108058435-108058435 A splice_region_variant CD47 - - - - 0.0068 0.001629
rs1231291191 4:71255253-71255253 T missense_variant SLC4A4 P/L kCg/cTgpteriouy_damagin - 4.01E-06
rs746413153 4:71563810-71563810 G synonymous_variant SLC4A4 S [tcA/tcq - - - 6.80E-05
rs1578206972 4:71569546-71569546 G 3_prime_UTR_variant SLC4A4 - - - - - -
rs1316220747 5:143037138-143037138 C intron_variant ARHGAP26 | - - - - - -
rs1218508902 5:143223070-143223070 T 3_prime_UTR_variant ARHGAP26 | - - - - - -
rs75900378 5:143224777-143224777 T 3_prime_UTR_variant ARHGAP26 | - - - - 0.0274 -
rs78962621 5:143228385-143228385 A 3_prime_UTR_variant ARHGAP26 | - - - - - -
rs879192170 6:106969972-106969972 AAAA 3_prime_UTR_variant CD24 - - - - - -
rs547325750 6:109382476-109382476 A upstream_gene_variant CD164 - - - - 0.0002 -
rs879867167 7:22731497-22731497 G missense_variant IL6 D/G gAc/gGgated(d benign(0) - -
rs185796736 8:140701018-140701018 C missense_variant PTK2 S/C [tCt/tGtlerious(|_damaging 0.0002 | 0.0002392
rs6476517 9:36056823-36056823 G intron_variant RECK - - - - 0.0312 -
rs16932881 9:36063892-36063892 C intron_variant RECK - - - - 0.0312 0.007638
rs200084594 9:36085559-36085560 AAAAAA intron_variant RECK - - - - - -
rs984855921 9:36085731-36085731 G intron_variant RECK - - - - - -
rs534991649 9:36086134-36086134 A intron_variant RECK - - - - 0.0002 -
rs914752261 9:36086210-36086210 G intron_variant RECK - - - - - -
rs896790734 9:36086262-36086262 C intron_variant RECK - - - - - -
rs1364423094 9:36121508-36121508 A intron_variant RECK - - - - - -
rs7042392 9:36123132-36123132 C 3_prime_UTR_variant RECK - - - - - -
rs10523829 9:36124053-36124057 CT 3_prime_UTR_variant RECK - - - - - -
rs561484562 9:110972097-110972097 A synonymous_variant LPAR1 S [tcC/teT| - - 0.0002 7.97E-06
rs1047302919 9:111037942-111037942 T 5_prime_UTR_variant LPAR1 - - - - - -
rs145980431 X:23783385-23783385 A downstream_gene_variant Y_RNA - - - - 0.0003 0.0002852
rs762247036 X:23783650-23783651 Cccccc downstream_gene_variant Y_RNA - - - - - 1.92E-05
rs369343665 X:23785374-23785374 A downstream_gene_variant Y_RNA - - - - 0.0019 0.0001362
rs757525953 X:23785931-23785934 T downstream_gene_variant Y_RNA - - - - - -
rs201652104 X:43766575-43766576 T downstream_gene_variant MAOB - - - - - -
rs200971609 X:43781346-43781347 AAAAAAAAA intron_variant MAOB - - - - - -
rs7892217 X:43781557-43781557 A intron_variant MAOB - - - - 0.0781 0.0305
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ANEXO 12. Diagrama de flujo detallado del analisis bioinformatico.
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