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HE RESUMEN DE LA TESIS

Titulo

Impacto del consumo de cannabis y la variabilidad genética de los receptores
cannabinoides en las caracteristicas clinicas, la cognicidn y la neuroimagen funcional en

primeros episodios psicdticos

Palabras clave

Cdédigos UNESCO

Descriptor 1: 320000 CIENCIAS MEDICAS
Descriptor 2: 321100 PSIQUIATRIA
Descriptor 3: 240900 GENETICA

Descriptor 4: 221118 RESONANCIA MAGNETICA
Introduccion

Diversos estudios de investigacion han demostrado la implicacién del sistema
endocannabinoide en la etiologia de los trastornos psicdticos, a través de sus funciones
homeostaticas en diferentes sistemas de neurotransmisién. Ademas, se ha descrito que
el consumo de cannabis se asocia con un incremento del riesgo para estos trastornos y
gue este efecto estaria modulado por la variabilidad genética. Sin embargo, el efecto de
dicha modulacién genética ha sido mucho menos explorado en relacién fenotipos mas
especificos. Por esta razon, esta tesis se ha centrado en investigar el efecto del cannabis,
la variabilidad polimérfica en los genes de los receptores endocannabinoides y su
interaccion sobre la severidad de los sintomas psicéticos, la funcidon cognitiva y la

actividad cerebral en pacientes con un primer episodio de psicosis (PEP).
Hipodtesis

La hipdtesis general de esta tesis ha sido que la exposicidn al cannabis y la variabilidad

genética en el sistema endocannabinoide, especificamente de los receptores



cannabinoides tipo 1 y 2 (CB1 y CB2), y, tendran un efecto sobre la heterogeneidad

clinica y neurobioldgica observada en las primeras etapas del trastorno psicético.
Objetivos

Los objetivos han sido investigar los efectos del consumo de cannabis, de la variabilidad
comun en genes de los receptores del sistema endocannabinoide y de su interaccién
sobre fenotipos clinicos, cognitivos y de actividad cerebral. Estos objetivos se han
desarrollado en una muestra de pacientes con primer episodio psicotico, con el fin

ultimo de contribuir a la comprension de las bases fisiopatoldgicas de la psicosis.
Métodos

Los objetivos se han desarrollado a través de un disefio de casos, en una muestra de 50
sujetos con un PEP (40 sujetos en el caso del estudio de neuroimagen funcional),
divididos entre consumidores y no consumidores de cannabis. Se han genotipado dos
polimorfismos de nucledtido unico (‘Single Nucleotide Polymorphism’) en el gen del
receptor cannabinoide tipo 1 (CNR1 rs1049353) y el gen del receptor cannabinoide tipo
2 (CNR2 rs2501431). La severidad de los sintomas y la funcionalidad se han evaluado con
las escalas PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) y GAF (Global Assessment of
Functioning), respectivamente. El rendimiento cognitivo general se ha evaluado con el
cuatro subtests de la escala WAIS (Wechsler Adult Intelligence Scale) y las dimensiones
de memoria y funcion ejecutiva con las escalas WMS (Wechsler Memory Scale) y BADS
(Behavioural Assessment of Dysexecutive Syndrome), respectivamente. Ademads,
mediante un protocolo de resonancia magnética funcional, se ha estimado la actividad
cerebral durante la realizacidon de una tarea de memoria de trabajo como es el n-back.
Mediante modelos de regresion lineal, hemos analizado el efecto principal del consumo
de cannabis y de las variantes polimdrficas de los genes CNR1 y CNR2, y la interaccidn

entre ellos, en los resultados clinicos y cognitivos, asi como en la activacién cerebral.
Resultados principales

En primer lugar, en lo que respecta a los efectos del cannabis, nuestros datos han
mostrado una tendencia hacia una mayor severidad de sintomas positivos (PANSS) y un

mejor rendimiento en habilidades manipulativas (test de matrices - WAIS) entre los



consumidores de cannabis en comparacion con los no consumidores. En segundo lugar,
con relacion a los efectos genotipicos, hemos observado la asociacién del polimorfismo
rs1049353 del gen CNR1 con la severidad de los sintomas desorganizados. Finalmente,
los modelos de interaccion han evidenciado que la asociacion observada entre el
cannabis y las habilidades manipulativas esta modulada por el polimorfismo rs2501431
del gen CNR2. De manera similar, hemos encontrado también un efecto modulador de
los genotipos CNR1 y CNR2 sobre el efecto del consumo de cannabis en la actividad
cerebral en diferentes areas cerebrales, como el nucleo caudado, la corteza cingulada y

la corteza orbitofrontal.

Conclusiones

Los hallazgos de esta tesis indican que el cannabis influye de manera especifica en
ciertas dimensiones clinicas y cognitivas. En cambio, el gen CNR1 impacta
principalmente en las dimensiones clinicas. Asimismo, se identifica que el gen CNR2
interacciona con el consumo de cannabis sobre algunas dimensiones cognitivas.
Ademas, los resultados obtenidos destacan el papel modulador de la variabilidad
genética de ambos receptores cannabinoides en la relacidon entre el consumo de
cannabis y la funcidon cerebral en los primeros episodios de psicosis. Este ultimo efecto
parece estar mediado por su influencia en areas cerebrales clave del circuito de

recompensa.

Esto datos, a pesar de requerir replicacion en muestras mas amplias, resaltan la
necesidad de una mejor caracterizacién del papel combinado de la variabilidad genética
del sistema endocannabinoide y el consumo de cannabis en la comprension de la
fisiopatologia de la psicosis. El avance en este conocimiento podria tener aplicaciones
clinicas significativas, tanto en la prevencién como en tratamiento de los trastornos
psicéticos, mediante el disefo de estrategias personalizadas que integren ambos

factores.
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I RESUM DE LA TESI

Titol

Impacte del consum de cannabis i la variabilitat genética dels receptors cannabinoides
en les caracteristiques cliniques, cognitives i de neuroimatge funcional en els primers

episodis psicotics.

Paraules clau

Codis UNESCO

Descriptor 1: 320000 CIENCIES MEDIQUES
Descriptor 2: 321100 PSIQUIATRIA
Descriptor 3: 240900 GENETICA

Descriptor 4: 221118 RESSONANCIA MAGNETICA

Introduccio

Diversos estudis han demostrat la implicacio del sistema endocannabinoide en
I'etiologia dels trastorns psicotics, a través de les seves funcions homeostatiques en
diferents sistemes de neurotransmissid. A més, s’ha descrit que el consum de cannabis
s’associa amb un increment del risc per a aquests trastorns i que aquest efecte estaria
modulat per la variabilitat genética. No obstant aix0, |'efecte d’aquesta modulacié
genetica ha estat molt menys explorat en relacié a fenotips més especifics. Per aquesta
rad, aquesta tesi s’ha centrat a investigar I'efecte del cannabis, la variabilitat polimorfica
en els gens dels receptors endocannabinoides i la seva interaccié sobre la severitat dels
simptomes psicotics, la funcid cognitiva i I'activitat cerebral en persones amb un primer

episodi de psicosi (PEP).
Hipotesi

La hipotesi general d’aquesta tesi ha estat que el consum de cannabis i la variabilitat

geneética en el sistema endocannabinoide, especificament dels receptors cannabinoides
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tipus 1i 2 (CB1 i CB2), tindran un efecte sobre I’'heterogeneitat clinica i neurobiologica

observada en les primeres fases dels trastorns psicotics.
Objectius

Els objectius han estat investigar els efectes del consum de cannabis, de la variabilitat
polimorfica dels gens dels receptors del sistema endocannabinoide i de la seva
interaccio sobre fenotips clinics, cognitius i d’activitat cerebral. Aquests objectius s’han
desenvolupat en una mostra de pacients amb primer episodi psicotic, amb la finalitat

ultima de contribuir a la comprensié de les bases fisiopatologiques de la psicosi.
Metodes

Els objectius s’han desenvolupat a través d’un disseny de casos, en una mostra de 50
persones amb un PEP (40 en el cas de 'estudi de neuroimatge funcional), dividits entre
consumidors i no consumidors de cannabis. S’han genotipat dos polimorfismes de
nucleotid unic (‘Single Nucleotide Polymorphisms’) en el gen del receptor cannabinoide
tipus 1 (CNR1 rs1049353) i el gen del receptor cannabinoide tipus 2 (CNR2 rs2501431).
La severitat dels simptomes i la funcionalitat s’han avaluat amb les escales PANSS
(Positive and Negative Syndrome Scale) i GAF (Global Assessment of Functioning),
respectivament. El rendiment cognitiu general s’ha avaluat amb quatre subtests de
I’escala WAIS (Wechsler Adult Intelligence Scale) i les dimensions de memoria i funcio
executiva amb les escales WMS (Wechsler Memory Scale) i BADS (Behavioural
Assessment of Dysexecutive Syndrome), respectivament. A més, mitjangant un protocol
de ressonancia magneética funcional, s’ha estimat I'activitat cerebral durant la realitzacio
d’una tasca de memoria de treball com és el n-back. Mitjangant models de regressio
lineal, hem analitzat I'efecte principal del consum de cannabis i de les variants
polimorfiques dels gens CNR1 i CNR2, i la interaccid entre aquests, en els resultats clinics

i cognitius, aixi com en I'activacio cerebral.
Resultats principals

En primer lloc, les nostres dades indiquen que els pacients consumidors de cannabis

mostren una tendéncia a presentar simptomes positius més severs (PANSS) i millors

12



puntuacions en el quocient d’intel-ligéncia de tipus manipulatiu (test de matrius - WAIS)

en comparacié amb els no consumidors. En segon lloc, hem observat I’associacié del

polimorfisme rs1049353 del gen CNR1 amb la severitat dels simptomes de tipus
desorganitzat. Finalment, els models d’interaccié han evidenciat que I'associacio
observada entre el cannabis i les habilitats manipulatives esta modulada pel
polimorfisme rs2501431 del gen CNR2. De manera similar, també hem descrit un efecte
modulador dels polimorfismes analitzats sobre |'efecte del consum de cannabis en
I'activitat cerebral en diferents arees cerebrals cerebrals clau del circuit de recompensa,

com el nucli caudat, I'escorga cingulada i I'escorga orbitofrontal.

Conclusions

Les troballes d’aquesta tesi indiquen que el cannabis influeix tant en la presentacié
clinica com cognitiva dels PEPs, mentre que la variabilitat genetica te s‘associa a
dimensions cliniques. A més, els resultats obtinguts destaquen el paper modulador de
la variabilitat genética dels receptors cannabinoides en la relacié entre el consum de
cannabis i el rendiment cognitiu i la funcié cerebral, assenyalant la importancia de
considerar ambdds factors en la comprensié de I’heterogeneitat en la presentacié dels
PEPs. Aquestes dades, tot i que requereixen replicaci® en mostres més amplies,
ressalten la necessitat d’'una millor caracteritzacio del paper combinat de la variabilitat
genética del sistema endocannabinoide i el consum de cannabis en la comprensié de la
fisiopatologia de la psicosi. L'aven¢ en aquest coneixement podria tenir aplicacions
cliniques significatives, tant en la prevencié com en el tractament dels trastorns
psicotics, mitjancant el disseny d’estrategies personalitzades que integrin tots dos

factors.
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1. INTRODUCCION

1.1. Trastornos psicéticos: desde la etiologia a la presentacion
clinica

Los trastornos psicéticos son un conjunto heterogéneo de enfermedades
caracterizadas por disfunciones perceptivas y cognitivas, que provocan una pérdida de
contacto con la realidad (1). Entre estos trastornos, la esquizofrenia, con un riesgo
morbido medio de por vida de 11,9 por 1000, y una mediana de 7,2 por 1000 (2), es el
mas destacado debido a su gravedad e impacto tanto en la persona como en su entorno

familiar.

La evidencia cientifica sefiala dos principios clave complementarios sobre los que
se centra la investigacién bioldgica de la esquizofrenia: por un lado, el modelo que
sostiene que la esquizofrenia es un trastorno del neurodesarrollo, y por otro, el modelo
didtesis-estrés, que sugiere una interaccion dindamica entre factores genéticos

heredados (diatesis) y factores ambientales (estrés) (3).

En los afios ochenta se desarrollé el modelo del neurodesarrollo (4,5) [Figura 1],
basdndose en la observacion de alteraciones cerebrales estructurales y déficits motores
y/o cognitivos en pacientes. De manera mas concreta, este modelo sugiere que los
trastornos psicoticos, surgen a partir de alteraciones en el desarrollo cerebral temprano
(6) que afectan las trayectorias de desarrollo y maduracion cerebral. Asi, el
neurodesarrollo juega un papel clave en la etiopatofisiologia de estos trastornos, ya que
durante la infancia y adolescencia se dan procesos clave altamente dindmicos, como la
poda sindptica, la maduracién de circuitos neuronales y la regulacién de diferentes
neurotransmisores, como la dopamina que, si se ven comprometidos, pueden dar lugar
a los trastornos psicoticos mas adelante. Este modelo ha sido respaldado por estudios
de cohortes de nacimiento, ademas de estudios epidemioldgicos (7), genéticos y de

neuroimagen (8-13).
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Figura 1. Modelo del neurodesarrollo de la esquizofrenia. Los factores genéticos y ambientales, como el cannabis,
interactian en momentos claves del desarrollo, denominados “ventanas de vulnerabilidad”, como son las etapas
prenatales y la adolescencia, dando lugar a alteraciones cerebrales que conducen a la enfermedad. Adaptada de (14).

J

El modelo de diatesis-estrés [Figura 2] propone que la aparicion de estos

trastornos resulta de la interaccidn entre una vulnerabilidad bioldgica o predisposicién

genética (diatesis) y factores ambientales estresantes (15,16). Segun este enfoque, una

persona con una predisposicion genética a la psicosis puede desarrollar sintomas si se

enfrenta a niveles significativos de estrés, ya sea psicolégico, toxico u de otro tipo. Sin

embargo, no todas las personas con esta predisposicién desarrollan la enfermedad, lo

que resalta la importancia de la interaccion entre ambos factores. En este sentido, los

factores ambientales actian como un desencadenante en individuos predispuestos, en

periodos de especial vulnerabilidad, donde la cantidad y la intensidad de estos puede

determinar la gravedad o el inicio de los sintomas psicéticos. Este modelo, por tanto,

aporta un enfoque integrador que combina factores genéticos y ambientales para

explicar la etiologia de la psicosis.
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Figura 2. Modelo didtesis-estrés de la esquizofrenia. Segun este modelo, los trastornos psicoticos surgen de una
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interaccion entre factores estresores ambientales, como el cannabis, y la predisposicion genética. Adaptada de (17).

Los primeros sintomas de la esquizofrenia suelen manifestarse en la
adolescencia tardia o la adultez temprana, generalmente entre los 16 y 30 afos. La
evolucidn suele ser hacia la cronicidad, presentando con frecuencia recaidas a lo largo
de la vida. En este sentido, los estadios tempranos del trastorno o primeros episodios
psicoticos (PEPs) son fundamentales en el estudio de la etiologia de la esquizofrenia, ya
gue representan la fase inicial de la enfermedad, donde los sintomas comienzan a
manifestarse de manera clara y pueden proporcionar una valiosa ventana de

oportunidad para la intervencién precoz.

Las manifestaciones de la esquizofrenia incluyen sintomas positivos y negativos
[Tabla 1] (18,19). Los sintomas positivos se refieren a la aparicion de comportamientos
0 experiencias que normalmente no estan presentes en personas sanas; son mas
evidentes, impactantes y alarmantes en situaciones sociales. Estos sintomas positivos
suelen responder mejor a los tratamientos farmacolégicos en comparacién con los
negativos. En cambio, los sintomas negativos implican la disminuciéon o ausencia de
funciones normales, lo que afecta considerablemente el funcionamiento diario del

paciente, responden de manera poco efectiva a los tratamientos y su mayor intensidad
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se asocia a un peor pronodstico. Ademas, son mas caracteristicos, o al menos mas

especificos de la esquizofrenia que los sintomas positivos (20,21).

Tabla 1. Sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia segin F. Ortufio (18).

Sintomas Positivos Sintomas Negativos
Alucinaciones: percepciones sin estimulos Aplanamiento afectivo: falta o disminucion de la
reales, como oir voces o ver cosas que no expresion emocional, dificultad para mostrar

existen. emociones.
Delirios: creencias falsas o irracionales, Anhedonia: incapacidad para experimentar
firmemente mantenidas, como la sensacion de placer en actividades que normalmente lo
ser perseguido o poseer habilidades especiales. generan.

Pensamiento desorganizado: discurso
Alogia: pobreza del habla o disminucién de la
incoherente, dificultad para seguir un hilo de
fluidez y productividad del lenguaje.
pensamiento légico.

Comportamiento motor alterado: movimientos
Abulia: falta de motivacién o interés por iniciar y
anormales o agitacion psicomotora, como
mantener actividades cotidianas.
movimientos repetitivos.
Aislamiento social: tendencia a evitar la
interaccidn social o a sentirse incapaz de

mantener relaciones.

Los déficits cognitivos son también una caracteristica central de la esquizofrenia,
entre los que destacan alteraciones atencionales, en memoria de trabajo, en
aprendizaje verbal, en funciones ejecutivas y en velocidad de procesamiento (22-24).
Estos déficits estables y persistentes predicen resultados funcionales desfavorables
(25,26). Son altamente hereditarios (27,28) y entre los dominios mas heredables se
encuentran la memoria de trabajo (h2=0.65) (29) y la fluidez verbal (h2=0.55) (30);

pueden encontrarse en formas atenuadas en familiares sanos de primer grado.

La enfermedad suele manifestarse a lo largo del tiempo con sucesivos episodios,
gue son periodos en los que algunos sintomas de la enfermedad se presentan de manera
evidente durante un tiempo determinado. Lo mds comin es que el paciente

experimente multiples episodios a lo largo de su vida (31). Aproximadamente un tercio
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de los casos no sigue un patrén de episodios, sino que se trata de un proceso continuo
(32), donde los sintomas iniciales, o nuevos, permanecen sin interrupcion clara; esta
evolucién suele conducir a la cronicidad y resulta mas debilitante. Ademas, el debut de
este trastorno, en edades tempranas, como la adolescencia o la juventud,
particularmente criticas en los procesos de maduracién, suele afectar negativamente el
desarrollo normal de las capacidades intelectuales, emocionales, sociales y laborales

(33).

En la versidn mas reciente del Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales (DSM-5) de la Asociacién Americana de Psiquiatria (34), todos los trastornos
psicoticos se agrupan en el mismo capitulo. Entre los principales trastornos psicéticos se
encuentran la esquizofrenia, el trastorno esquizofreniforme, el trastorno
esquizoafectivo, el trastorno delirante y el trastorno psicético breve. Estos trastornos se
diferencian segun la duracion, la gravedad de los sintomas y la presencia de episodios

afectivos concurrentes.

El PEP se refiere al momento en que una persona experimenta por primera vez
sintomas psicoticos, que suele marcar el inicio de la enfermedad o la expresién clara de
sus sintomas. Sin embargo, episodio psicético se trata de un término genérico que
puede ser la presentacion de distintos trastornos mentales graves o de ninguno. El
diagnodstico de un trastorno especifico resulta complicado, dado que las manifestaciones
clinicas del PEP no son exclusivas de ninguna enfermedad; sélo en algunos casos los
sintomas serdn tan claros de entrada que tendremos un diagndstico mas concreto. La
evolucion (naturaleza de los sintomas, duracién y otros factores asociados) después de
varios meses 0 a veces afios después del PEP es la que va a determinar el diagndstico
psiquiatrico definitivo. No obstante, una adecuada caracterizacion del PEP puede
contribuir a establecer un prondstico mas certero a largo plazo y a seleccionar un
tratamiento apropiado, especialmente si se trata de una psicosis afectiva o no (35).
Algunos estudios longitudinales han observado que la estabilidad diagndstica es alta
incluso después de 10 afios en pacientes con trastornos del espectro esquizofrénico o
afectivos (36,37), mientras que el trastorno psicético breve presenta una considerable
inestabilidad diagndstica a lo largo de los afios siguientes (38). En cuanto al trastorno

psicotico inducido por sustancias, como el consumo de cannabis, la mayoria de los

21



Introduccion

pacientes experimentan recaidas en los anos posteriores (39,40). Aproximadamente la
mitad de ellos reciben un diagndstico posterior de trastornos psicoticos del espectro

esquizofrénico (39,41).

La importancia del estudio del PEP radica en que esta etapa temprana ofrece una
ventana Unica para la intervencidn precoz, que puede influir significativamente en el
curso de la enfermedad y mejorar el prondstico a largo plazo (42,43), pudiendo
minimizarse el impacto social y funcional de la enfermedad. En definitiva, estudiar los
PEP ayuda a comprender mejor los procesos neurobioldgicos de la psicosis y a

desarrollar estrategias de tratamiento mas eficaces.

1.2. Cannabis como factor de riesgo para el desarrollo de

trastornos psicoéticos

1.2.1. Consumo de cannabis: prevalencia y tendencias de consumo en un
contexto legislativo cambiante

Cannabis es el término generalmente utilizado para referirse a los diversos
preparados psicoactivos derivados de la planta Cannabis sativa. Se ha reportado que el
extracto de Cannabis sativa contiene mas de 100 fitocannabinoides distintos, siendo el
delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) y el cannabidiol (CBD) los mas abundantes (44). THC
es el principal componente psicoactivo, altamente liposoluble, y su consumo suele ser
principalmente por inhalacion, aunque también puede ingerirse por via oral a través de

alimentos grasos o disuelto en aceites (45).

El cannabis es la droga ilicita mas consumida en el mundo: alrededor de 147
millones de personas consumen cannabis, con una prevalencia anual del 2,5% de la
poblacién mundial (46). El estatus legal del cannabis medicinal y recreativo ha cambiado
sustancialmente en las uUltimas décadas a nivel mundial y es objeto de debate en la
actualidad. Las posibles desventajas de una legislacion mas permisiva en este sentido
incluyen un mayor uso no médico debido a la menor percepcién de nocividad y una
mayor disponibilidad (47,48), con el subsiguiente aumento del riesgo de consecuencias
adversas para la salud (49,50). Ademas, el uso regular e intenso puede conducir a un

trastorno por consumo de cannabis (34), un funcionamiento social deteriorado (51,52)
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y comorbilidad psiquiatrica (53,54). Una revision sistematica reciente que analizé 32
estudios concluyd que la legalizacidn del cannabis se asocié con un aumento en el

consumo de esta sustancia en el ultimo mes entre los adultos jovenes (55).

Por otro lado, las variedades de cannabis mas cominmente utilizadas con fines
recreativos en los Ultimos tiempos se han caracterizado por un alto contenido de THCy
una baja potencia de CBD (56), lo que puede implicar riesgos mayores a nivel de salud.
En los ultimos anos, la potencia del cannabis disponible en las calles de muchos paises
occidentales ha aumentado considerablemente. En la década de 1960, tanto la
marihuana como el hachis solian contener un 3% o menos de THC. Sin embargo, a
principios del siglo XXI, los niveles de THC se incrementaron, alcanzando un promedio

del 12% en Estados Unidos (57), 15% en Australia (58), incluso 20% en Paises Bajos (59).

Este panorama subraya la importancia de una regulacion adecuada que
considere los riesgos del uso recreativo de cannabis en la poblacion, especialmente en

grupos vulnerables, para mitigar el impacto negativo sobre la salud mental.

1.2.2. Evidencias de asociacion entre el consumo de cannabis y los trastornos
psicoticos

La primera evidencia formal en estudios de cohortes que relaciona el consumo
de cannabis con la esquizofrenia provino de un estudio de reclutas del servicio militar
de Suecia en 1987 (60). Desde entonces, la asociacién entre el consumo de cannabis y
la psicosis se ha investigado ampliamente a través de estudios longitudinales de
consumidores de cannabis de la poblacién general. Asi, diversos estudios realizados en
este contexto han informado de una asociacion entre el consumo de cannabis y un
riesgo significativamente mayor de desarrollar sintomas psicéticos o trastornos
psicoticos, con odds ratio (OR) de entre 1.2 y hasta 6.7 (60—69); mientras que otros
mostraron una tendencia en la misma direccion, pero no alcanzaron significacion
estadistica (70,71). Esta asociacidon también se ha replicado en estudios de metaanilisis

y revisiones sistematicas (72—75), con OR para la misma de entre 1.41-3.90.

En cuanto a la magnitud de la asociacion entre el consumo de cannabis y los

efectos psicéticos, la evidencia cientifica actual apunta hacia una relacién dosis-
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respuesta entre la exposicion al consumo de cannabis y el riesgo de desarrollar
psicosis, es decir, se trata de una relacion dosis dependiente (64,76,77), tal y como se
ha confirmado en metaanalisis y revisiones sistematicas (74,78,79). Otro metaanalisis
de datos agrupados de 10 estudios, tanto de cohortes como transversales, sobre
66.816 participantes (72) informé que, en comparacion con los no consumidores, los
consumidores de cannabis (con antecedentes de cualquier consumo de cannabis, es
decir, sin tener en cuenta dosis y/o frecuencia) tenian casi el doble de probabilidades
de desarrollar sintomas psicéticos o un trastorno psicotico, y el riesgo aumentaba a

casi cuatro veces en los consumidores mas habituales.

Los estudios experimentales han permitido profundizar en la relacion de
causalidad entre el consumo de cannabis y la psicosis. En estudios con modelos
animales se observé que en ratas adolescentes el consumo de cannabis producia
alteraciones similares a las presentes en sujetos con esquizofrenia (deterioro en la
memoria de trabajo, aumento de la expresién del receptor CB1 en el hipocampo,
disminucion significativa de la proteina sinaptofisina y PSD95,...) como se revisa en
Renard et al. (80). Igualmente, estudios de este tipo en humanos han demostrado de
manera concluyente que el THC puede inducir sintomas psicéticos transitorios, asi
como algunas de las anomalias cognitivas y neurofisioldgicas que se encuentran en la

esquizofrenia (81).

En relacion a otros factores relevantes en la asociacidon cannabis-psicosis,
diversos estudios sugieren que el inicio temprano del consumo de cannabis,
especialmente durante la adolescencia, puede interferir en estos procesos
neurobioldgicos claves, incrementando el riesgo de trastornos psicoticos en individuos
susceptibles (76,77,82—-85). Como se mencionaba anteriormente, el impacto de la edad
de inicio de consumo se relaciona con la existencia de ventanas criticas durante el
neurodesarrollo, que representan periodos de mayor vulnerabilidad a agentes
externos. Asi, por ejemplo, Arsenault et al. (65) encontraron que las personas que
comenzaron temprano en el consumo de cannabis (a la edad de 15 afios) tenian 4 veces
mas probabilidades de sufrir una psicosis esquizofreniforme a la edad de 26 afios que
los no consumidores. Por lo tanto, comprender las interacciones entre el consumo de

cannabis y el momento neurobioldgico en el que se inicia dicho consumo es crucial
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para explicar la vulnerabilidad diferencial observada en adolescentes y adultos jovenes

respecto a trastornos psicoticos.

Finalmente, se ha encontrado que el consumo de cannabis en pacientes con
psicosis se asocia con un peor prondstico: edad de inicio mas temprana de la
enfermedad (83,86,87), mayor gravedad de los sintomas psicdticos (ver apartado
1.5.1.) (88), peor adherencia al tratamiento (89—92), mas riesgo de recaida o no
remision (90-93), asi como hospitalizaciones mas prolongadas (93). Sin embargo, la
interrupcion temprana del consumo podria revertir estos efectos negativos,
destacando la importancia de intervenciones dirigidas a reducir el consumo de esta

sustancia (94).

1.3. Sistema endocannabinoide: mediador de los efectos del

cannabis en nuestro organismo

1.3.1. Estructura del sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC), a través de su interaccion con otros sistemas
de neurotransmision (95), regula muchas respuestas cognitivas, comportamentales y
emocionales en el sistema nervioso central, asi como funciones inmunoldgicas y
metabodlicas. En consecuencia, el SEC desempeiia un papel fundamental en la regulaciéon
y el mantenimiento de la homeostasis funcional y del desarrollo del cerebro (96,97). Este
sistema consta de receptores cannabinoides, sus ligandos naturales, y las enzimas que

los transportan, sintetizan y catabolizan (95).

Los ligandos enddgenos del SEC o endocannabinoides son lipidos que se unen a
los receptores cannabinoides y se sintetizan y liberan a demanda (98), de manera
localizada (99). Entre los endocannabinoides mejor caracterizados se encuentran el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) y la anandamida o araquidonoiletanolamida (AEA), siendo el
2-AG el mas abundante en el sistema nervioso central (100). Estos compuestos actian
como moléculas de sefalizacion retréograda y modulan la liberaciéon de

neurotransmisores (98,101-104).

25



Introduccion

Las dos principales enzimas de sintesis de AEA y 2-AG son N-acil
fosfatidiletanolamina fosfolipasa (NAPE) y diacilglicerol lipasa (DAGL), respectivamente,
y las enzimas amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y monoacilglicerol lipasa (MAGL)
son responsables de su degradacién o recaptacion (105) [Figura 3]. A pesar de su
similitud estructural, 2-AG y AEA se sintetizan y degradan a partir de células

postsindpticas por vias diferentes, por lo que tienen funciones fisioldgicas distintas.

Los receptores mejor caracterizados del SEC son los receptores de cannabinoides
tipo 1y 2 (CB1Ry CB2R), ambos acoplados a proteina G. 2-AG y AEA muestran una mayor
eficacia agonista en CB1R que en CB2R; la primera es agonista total de ambos
receptores, y AEA es agonista total en CB1R y parcial en CB2R. CB1R es el receptor
acoplado a proteina G mas abundante en el cerebro de los mamiferos y se expresa
principalmente en las terminales presinapticas de células gliales y neuronas,
particularmente en regiones clave para el funcionamiento de la cognicion y las
emociones, como los ganglios basales, el hipocampo, el cerebelo y la corteza prefrontal,
cingulada anterior y cingulada posterior (106). Se localiza fundamentalmente en las
interneuronas GABAérgicas y glutamatérgicas (107), y su activacién suprime la

liberacion de estos neurotransmisores [Figura 3].

CB2R se detectd primero en células del sistema inmune periférico y de neuroglia
(108-110), y mas tarde en neuronas también (111). Liu et al. (112) identificaron el CB2R
en la amigdala, hipocampo, cerebelo, nicleo accumbens, caudado/putamen y corteza.
Dado que el CB2R parece ser principalmente postsindptico, se cree que la activacion del

CB2R puede tener efectos opuestos a los del CB1R (113) [Figura 3].
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Figura 3. Sefalizacion del sistema endocannabinoide (SEC) en neuronas y astrocitos. En la despolarizacion de la
terminal postsinaptica, el 2-araquidonoilglicerol (2-AG) estd presente en la terminal postsindptica y se sintetiza "a
demanda" por la diacilglicerol lipasa-a (DAGLa). El 2-AG viaja al CB1R presinaptico para inhibir la liberacién de
neurotransmisores, especialmente cuando la terminal postsindptica estd activada. La enzima degradante de 2-AG, la
monoacilglicerol lipasa (MAGL), se encuentra en la terminal presindptica o en los astrocitos. La enzima degradante de
N-araquidonoiletanolamina (AEA), la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH), esta presente en la terminal
postsinaptica. El receptor cannabinoide tipo 1 (CB1R) suele estar presente en la terminal presinaptica. Su estimulacion
por 2-AG o AEA conduce a la inhibicion de la liberacidén de neurotransmisores desde la terminal presinaptica. Imagen
adaptada de (114).

1.3.2. Relacion del sistema endocannabinoide con los trastornos psicoéticos

La asociacidn observada entre el consumo de cannabis y el desarrollo de
psicosis vendria principalmente mediada por el efecto de su componente psicoactivo,
el THC, sobre el SEC (107,115-117). Su consumo puede alterar el funcionamiento de
sustratos neuronales clave, al afectar la funcién homeostatica del SEC, particularmente

cuando la exposicidn ocurre durante periodos sensibles del neurodesarrollo (118).

Dado que se ha formulado la hipdtesis de que la dopamina representa una via
final comun decisiva entre la biologia del cerebro y la psicosis (119-121), es clave
comprender la interaccién entre los sistemas de transmision dopaminérgicos vy
endocannabinoide. La investigacidn en estudios efectuados en animales sugiere que el
THC aumenta los niveles de dopamina en diversas regiones del cerebro. Esto se

produciria a través de la union de THC a los CB1R de las terminales GABA y
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glutamatérgicas, de los que es agonista parcial y a los que se une con fuerte afinidad
[Figura 4]. Se trataria por tanto de una afectacién indirecta de la transmision
dopaminérgica, a través de la modulacién de las entradas de GABA y glutamato
recibidas por las neuronas dopaminérgicas (102,104,122). De esta manera se
contribuiria al desarrollo de sintomas psicéticos en individuos vulnerables, asi como

también se verian afectados los procesos de recompensa y motivacion.
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Figura 4. Convergencia de la dopamina y los endocannabinoides en el area tegmental ventral. La descarga de las
neuronas dopaminérgicas (DA) del mesencéfalo estd influida por aferencias excitadoras (glutamatérgicas [GLU]) e
inhibidoras (GABAérgicas [GABA]). Las neuronas DA regulan las terminales presindpticas mediante la sefializacién
endocannabinoide retrégrada (2-AG). Cuando el THC, indicado por las hojas de cannabis, se une a los receptores
CB1, localizados en las terminales GLU y GABA, la sefializacién endocannabinoide retrograda (2-AG) se altera y la
estimulacién de los receptores CB1 por THC inhibe la liberacidn de glutamato y GABA. Adaptado de (123).

J

1.3.3. Cambios del sistema endocannabinoide en trastornos psicoticos

Varios estudios han reportado alteraciones del SEC en pacientes con
esquizofrenia (para una revision, ver (124)), independientemente del consumo de esta
sustancia. Estos cambios observados en los endocannabinoides, las enzimas y los
receptores, parecen variar segun la region del cerebro, el estado del tratamiento y la

etapa de la enfermedad.

En cuanto a los niveles de endocannabinoides, estudios en pacientes con
esquizofrenia han mostrado un aumento de los niveles de AEA tanto en el liquido

cefalorraquideo como en la sangre periférica, en comparacién con sujetos sanos (125—

128).
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También se han descrito cambios en las enzimas que sintetizan y degradan los
endocannabinoides en pacientes con esquizofrenia, en comparacion con sujetos sin la
enfermedad (117). En general, se ha reportado el aumento de la expresiéon de aquellas
enzimas que catabolizan los endocannabinoides, como FAAH y MAGL, y el descenso de

las que los sintetizan, como DAGL y NAPE (129).

En cuanto a los receptores, los estudios periféricos proporcionan evidencia de
una expresion elevada de CB1R y CB2R en esquizofrenia (130-132). Sin embargo, los
resultados en estudios post-mortem revelan contradicciones. Por un lado, algunos
estudios validan los resultados a nivel periférico ya que identifican una union elevada
del ligando del CB1R en el cerebro (133,134). En cambio, a diferencia de algunos
estudios anteriores basados en tomografia por emisién de positrones (PET) (135,136),
los estudios mas recientes informan de reducciones generalizadas de la disponibilidad
del CB1R (137,138). Este resultado esta en linea con la reduccién del ARNm del CB1R y

de la immunorreactividad observado en otros estudios (133,139,140).

En conjunto, los estudios realizados en sangre periférica, liquido cefalorraquideo,
tejido post-mortem e imagenes PET in vivo parecen indicar alteraciones del SEC en los
trastornos psicoticos [Tabla 2]. Sin embargo, en la interpretacion de estos resultados
es necesario tener en cuenta que los niveles periféricos de los diversos componentes

del SEC no necesariamente son informativos de lo que sucede a nivel cerebral.
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( )
Tabla 2. Estudios sobre las alteraciones de los diferentes componentes del SEC en el cerebro en pacientes con

esquizofrenia. Adaptado de (141).

Elemento SEC Hallazgo en Sch (% cambio) Region cerebral Cohorte (n: Sch-Ct)  Método/muestra Referencia

CB1 (disponibilidad) | (12%) AM, CD, Insula, CCP, HC, HT ~ 25-18 In vivo PET cerebral [''CJOMAR (141)
1 (10%-5%) NAce, Insula, CC, CFI 67-12 Invivo PET cerebral ['®F]MK-9470 (134)
1 (23%) TE 9-10 In vivo PET cerebral [''CJOMAR (135)
CB1 (densidad) 1 (8%) CPDL 21-21 [’H]-OMAR /TCPM (142)
1 (20%) CPDL 47-43 [*H]MePPEP /TCPM (143)
1 (22%) CPDL 37-37 [PH]CP-55940 /TCPM (144)
= GTS 8-8 [*HISR141716A y [PH]CP-55940/TCPM (145)
1 (25%) ccp 8-8 [*H]CP-55940,/TCPM (146)
1 (64%) CCA 10-9 [*HISR141716A,/TCPM (147)
1 (23%) CPDL 14-14 [H]CP-55940,/TCPM (133)
CB1 |(proteina) | (19-20%) CPDL 26-26 Inmunohistoquimica /TCPM (132)
=~ (AP-L/| (29%)(AP-T) CPDL 25-25 Immunoblot/TCPM (139)
| (12-14%) CPDL 23-23 Inmunohistoquimica /TCPM (138)
=~ CCA 15-15 Inmunohistoquimica /TCPM (148)
CB1 = CPDL 37-37 RT-qPCR/TCPM (144)
(mRNA) = CPDL 20-20 RT-qPCR/TCPM (139)
| (15%) CPDL 23-23 Hibridacion in-situ /TCPM (138)
CB2 (mRNA) = CPDL 23-24 RT-qPCR/TCPM (149)
ECenzimas{mRNA) 1 (18%) ABHDG6 in < 40afios (n=13-13) ppp 42-42 RT-qPCR/TCPM (150)
=~ FAAH, MAGL, DAGLa, DAGLB CPDL 42-42 RT-qPCR/TCPM (151)

MAumento; | descenso; = sin cambio significativo. ABHD6: dominio 6 de la a-B-hidrolasa; AP-L: libre de
antipsicético; AP-T: tratado con antipsicotico; Ct: controles; DAGL: diacilglicerol lipasa; FAAH: amida hidrolasa de
acidos grasos; MAGL: monoacilglicerol lipasa; PET: tomografia por emision de positrones; RT-qPCR: reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real; Sch: pacientes con esquizofrenia; SEC: sistema
endocannabinoide; TCPM: tejido cerebral post-mortem. Regiones cerebrales: AM: amigdala; CC: corteza cingulada;
CCA: corteza cingulada anterior; CCP: corteza cingulada posterior; CD: caudado; CFl: corteza frontal inferior; CP:
corteza parietal; CPDL: corteza prefrontal dorsolateral; GTS: giro temporal superior; HC: hipocampo; HT:

hipotdlamo; NAcc: nucleo accumbens; TE tronco encefalico.

1.4. Bases genéticas de los trastornos psicéticos

1.4.1. Componente genético de los trastornos psicoticos

La investigacion genética en el campo de la psicosis ha demostrado que los
factores hereditarios desempefian un papel crucial en la etiologia de los trastornos
psicoticos. Teniendo en cuenta las evidencias de estudios de genética cuantitativa,
basados en familias y gemelos, y otros mas recientes de tipo molecular, la contribucion
relativa de los factores genéticos en el riesgo para desarrollar esquizofrenia se sitla en

torno al 80% (8,153,154).

En relacion a los estudios de agregacion familiar (155—-159), el riesgo de sufrir
esquizofrenia se incrementa de forma no lineal segin el grado de parentesco con otra
persona afectada, de manera que tener un familiar de 3er grado afectado aumenta la
probabilidad a un 2% y a un 9% si es de primer grado. La concordancia para gemelos

monocigaticos se situa en torno a un 30-50% (153,160-162), frente a un 10-15% en
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dicigéticos, de lo que se desprende la importancia de los factores genéticos en la
etiologia de estos trastornos al mismo tiempo que refleja la implicacién de factores

ambientales y, por tanto, sefala su arquitectura compleja y multifactorial.

En las dltimas dos décadas los avances tecnoldgicos y la formacidon de
consorcios para estudios multicéntricos han permitido analisis gendmicos a gran escala
y tamafos muestrales suficientes para alcanzar la potencia estadistica necesaria para
estudiar el genoma completo. Estas aproximaciones han permitido confirmar la
arquitectura poligénica de la esquizofrenia, en la que estarian implicadas multiples
variantes genéticas (163—165). Un ejemplo muy ilustrativo es el resultado del estudio
de Loh et al. (166) en el que se determind que mas del 71% de las regiones gendmicas
de 1 megabase en el genoma contienen al menos un alelo (o variante genética) de
riesgo de esquizofrenia. Por otro lado, el estudio mas reciente de asociacion genética
de genoma completo en casos y controles (GWAS), ha permitido identificar 287 loci
independientes asociados con la esquizofrenia, definidos por variaciones comunes
(frecuencia alelo menor [MAF] > 1%) de un solo nucleétido Single Nucleotide
Polymorphisms (SNP) (167). La complejidad organizativa derivada de esta
poligenicidad se intensifica ain mas debido a que los genes no actuan de manera
aislada, sino que interactuan entre si formando redes biolégicas (168-171). Por tanto,
los resultados de los estudios GWAS permiten sefialar genes especificos asociados con
el trastorno, pero, al mismo tiempo, el andlisis conjunto de dichos genes permite
establecer vias bioldgicas en las que estan implicados, contribuyendo a la identificacion
de mecanismos fisiopatolégicos del trastorno. En el caso de la esquizofrenia, los datos
genomicos convergen en vias bioldgicas identificables relacionadas con el
neurodesarrollo, destacando especialmente el mecanismo de la plasticidad sinaptica

(172,173).

El andlisis conjunto de las variantes genéticas identificadas en estudios de
GWAS, ha permitido desarrollar la estimacion de un puntaje de riesgo poligénico para
la esquizofrenia (PRS-SCZ), que refleja parte de la predisposicion genética a la
enfermedad a través de la suma del riesgo de los alelos asociados a dicha enfermedad
en muchos loci genéticos, ponderados por el tamafio del efecto de cada uno (174-

176). También en muestras de pacientes con PEP se ha encontrado una asociacion
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significativa del PRS-SZ con la psicosis (177). Asi, se ha demostrado que el PRS para los
trastornos psicaticos esta asociado con el riesgo a nivel de poblacién (8), familiar (178)
y la segregacion de dichos trastornos dentro de una familia (179). Se trata, por tanto,
de un marcador de riesgo, pero sin utilidad diagndstica, es decir, predice un aumento
de la probabilidad de sufrir la enfermedad, pero no es suficiente para establecer el
diagndstico, que se sigue realizando hoy en dia a través de la entrevista y evaluacion

clinica por parte de un facultativo especialista en salud mental.

Ademas de las variantes comunes, en la esquizofrenia se han identificado
variantes genéticas raras (de baja frecuencia) asociadas a tamafios de efecto que van
desde moderados hasta grandes (180,181). Debido a su baja frecuencia y a menudo
ocurrencia de novo, estas variantes no explican gran parte de la heredabilidad genética
de la esquizofrenia, aunque a nivel individual se asocian a un incremento del riesgo

importante.

Los analisis poligénicos de multiples trastornos sugieren que los loci genéticos
que contribuyen al riesgo de esquizofrenia también estan implicados en otras
enfermedades mentales. Existe un solapamiento sustancial entre la carga genética de
la esquizofrenia y el trastorno bipolar, el trastorno depresivo mayor y el autismo (182).
Como en el caso de otros trastornos mentales de etiologia multifactorial, ningiin gen o

variante genética ha sido implicado como factor causal necesario y suficiente.

1.4.2. Interaccion gen-ambiente en la comprension de la relacion entre el uso de
cannabis y los trastornos psicoticos

El hecho de que sélo una pequefia proporcién de consumidores desarrolle
psicosis y que no todas las personas con un trastorno psicético hayan estado expuestas
al cannabis sugiere que ciertos individuos pueden ser especialmente vulnerables a los
efectos del cannabis y que parte de dicha vulnerabilidad puede estar modulada por
factores genéticos (183). O, lo que es lo mismo, el efecto diferencial del cannabis
podria estar mediada por factores genéticos (153). Basandonos en lo anterior,
hablamos de una interaccion gen-ambiente (en este caso, consumo de cannabis),

mecanismo por el cual la variabilidad genética presente en las poblaciones humanas

32



Introduccion

puede influir en la sensibilidad a los efectos del cannabis y aumentar el riesgo de
desarrollar psicosis. Esta vulnerabilidad genética puede amplificar los efectos adversos
del ambiente en algunos casos, mientras que, en otros, puede proteger a ciertos
individuos, segln la combinacion genética que posean (184). Por esta razdn, la
interaccion gen-ambiente se define también como la modulacién genética de la
sensibilidad individual a determinados factores ambientales. A modo de ejemplo, en
un reciente estudio de casos y controles (185), el consumo de cannabis se asocid con
el desarrollo de psicosis y se encontré ademas que dos SNPs del gen CNR1 (rs12720071
y rs7766029) modulaban el efecto del consumo de cannabis sobre el riesgo de
desarrollar psicosis. Al contrario, Zammit et al. (186) no encontraron efecto interaccion
entre variables genéticas de CNR1 y el consumo de cannabis sobre el desarrollo de

esquizofrenia.

Diversos estudios han identificado que variantes genéticas de genes
relacionados con el metabolismo de los neurotransmisores modulan la respuesta
individual al consumo de cannabis, aumentando la susceptibilidad a desarrollar
psicosis en ciertos individuos. Por ejemplo, la variante Val158Met en el gen COMT
(codifica para la enzima Catecol-O-Metiltransferasa) se ha asociado con un mayor
riesgo de psicosis en consumidores de cannabis, dado su impacto en la regulacién de
la dopamina en la corteza prefrontal (184). Asimismo, se ha reportado que individuos
portadores de variantes en genes como AKT1 (codificante de AKT serina/treonina
guinasa 1), que influye en la sefializaciéon dopaminérgica, presentan un riesgo elevado
de desarrollar psicosis tras el consumo regular de cannabis (187). De igual manera,
ademds de los cambios en el SEC provocados por cannabinoides externos, la
variabilidad genética de los genes relacionados con el SEC también podria estar
implicada en la fisiopatologia de los trastornos psicéticos, influyendo en los efectos del
cannabis y modulando el riesgo de desarrollar psicosis (ver apartado 1.4.3.). Este
enfoque integrador sugiere la necesidad de desarrollar nuevos estudios que combinen

el analisis de la exposicion al cannabis con la variabilidad genética individual.

Por otra parte, se ha propuesto también la presencia de una vulnerabilidad
genética compartida (188-190) como posible explicacion de la asociacion entre el

consumo de cannabis y la psicosis. Estamos hablando de la correlacion gen-ambiente,
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que implica que los genes no solo determinan cémo respondemos a un entorno, sino
gue también influyen en la probabilidad de que busquemos o nos expongamos a
ciertos ambientes. Los estudios en gemelos y familias muestran que aquellos que
tienen familiares con esquizofrenia no solo tienen un mayor riesgo genético de
desarrollar el trastorno, sino que también tienen mayor probabilidad de consumir
cannabis (191,192). Estos hallazgos respaldan la idea de que el consumo de cannabis
podria estar mediado, en parte, por una predisposicién genética compartida con la
esquizofrenia (190). Este mecanismo no es excluyente de la interaccién gen-ambiente,

sino que pueden y suelen ser concurrentes.

1.4.3. Variabilidad genética de los receptores cannabinoides y riesgo de
trastornos psicoticos asociado

En relacidn con las evidencias genéticas que respaldan la participacion del SEC
en la etiologia de la esquizofrenia, la mayoria provienen de estudios que investigan el

papel de los genes de los receptores de cannabinoides.

Los CB1Rs estan codificados por el gen CNR1, que esta ubicado en un locus de
susceptibilidad a la esquizofrenia designado por Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium 5 (SCZ5, OMIM 603175) (193). Es resefiable
comentar que los genes codificantes para los receptores cannabinoides, especialmente
CNR1, se han estudiado principalmente en relacién al riesgo de psicosis o la severidad
clinica (ver apartado 4.5.2.), con resultados heterogéneos en funcion de las variantes
genéticas y los fenotipos estudiados (194). En este apartado nos centraremos en la

relacion de las variantes genéticas de los receptores del SEC con el riesgo de psicosis.

El primer estudio de asociacidon de este gen con la esquizofrenia se basé en la
variaciéon de la repeticidon de un triplete (AAT)n (195). Aunque los resultados iniciales
fueron negativos, la mayoria de los estudios se han centrado en investigar la asociacién
de este polimorfismo, con resultados de asociacion significativa con la esquizofrenia
en poblaciones japonesas, espafiolas y afrocaribefias (193,196-198), pero negativa en
poblaciones alemanas y chinas (199,200). Si bien probablemente sea éste el

polimorfismo mas estudiado del gen CNR1, algin otro estudio ha puesto el foco en
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otros polimorfismos, la mayoria con resultados negativos (186,193,196,199,201).
Asimismo, el andlisis de diferentes SNPs en los estudios GWAS desarrollados hasta la

fecha no ha asociado directamente el gen CNR1 con el riesgo para psicosis (167).

A pesar de estos resultados mayoritariamente negativos, cabe destacar que este
gen si que se ha asociado con el abuso de sustancias (197,202) e incluso con la respuesta
a tratamientos antipsicoticos (201,203,204). En concreto, varios estudios relacionan
variantes de CNR1 con el consumo de cannabis (163,205,206), aunque existen también

estudios negativos en este sentido (207-209).

El gen CNR2, que codifica para el CB2R, también se han relacionado con el riesgo
de esquizofrenia. En un estudio se describié la asociacion de dos SNPs de CNR2
(rs2501432 y rs12744386) con la esquizofrenia en poblacién japonesa (210) y, ademas,
este estudio aportaron datos sobre la relacidon entre una funcionalidad disminuida del
alelo R63 del rs2501432 de CNR2 (R63Q) (en relacion con la alteracion de la estructura
hidrofilica/hidrofébica del receptor que puede alterar la transduccién de la sefial tras la
estimulacion con el ligando) y una mayor susceptibilidad a la esquizofrenia. Otra
investigacion descubrié que rs2501432 y rs2229579 en CNR2 tenian asociaciones
significativas con la esquizofrenia en poblacion china (211). Por contra, el estudio de Bae

et al. 2014 (196) en una poblacion de origen coreano no replicé dichos resultados.

El papel de las vias de sefializacion de CBR2 en la modulacién de diversos
comportamientos asociados a la dopamina (212) sugiere un papel critico de este
receptor también en el abuso de drogas (113,213). En este sentido, en la revisidon de
Onaivi et al. (214) se informa de la implicacién del gen CNR2 no solo en el riesgo para
trastornos neuropsiquiatricos como la esquizofrenia, sino también con el abuso de
sustancias. Por ejemplo, Kurnaz et al. (215) informaron que la variante rs2229579 del
CNR2 afecta la susceptibilidad al trastorno por uso de sustancias mientras que Ishiguro
et al. (216) mostraron un vinculo entre la variante rs2501432 y el alcoholismo en la

poblacién japonesa.
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1.5. Cannabis y variabilidad genética en receptores del sistema

endocannabinoide: efectos sobre la heterogeneidad clinica

1.5.1. Efecto del consumo de cannabis sobre los sintomas psicoticos

La accion alucindégena del cannabis mediada por el CB1R se describié en 1988
(217). Mientras que la administraciéon aguda de THC producen un aumento de los
niveles de dopamina en el estriado en relacion con el placebo, el consumo crénico de
cannabis se ha asociado con una capacidad reducida de sintesis de dopamina en dicha
region (218). Asi, el consumo de cannabis a largo plazo se ha relacionado con
alteraciones de la dopamina en el cuerpo estriado (219), que, segun la evidencia, es un
nodo neural relevante en la emergencia de los sintomas psicéticos positivos (119). De
esta manera, el efecto de la activacion del CB1R (distribuido a su vez en areas
implicadas en el circuito neural implicado en la psicosis), podria explicar, al menos en

parte, los sintomas psicoticos inducidos por el THC (220-225).

En ensayos clinicos en voluntarios sanos se ha demostrado que los
cannabinoides pueden inducir sintomas psicéticos transitorios, tanto positivos (226—
229), como negativos (226). El estudio de D'Souza et al. (226), documentd un aumento
de los sintomas positivos, negativos y generales de la psicosis medidos a través de las
subescalas de la Positive and Negative Symptom Scale (PANSS) cuando se administré
THC por via intravenosa a sujetos sanos. Una revision sistematica y metaanalisis en
poblacién sana de estudios en los que se administra THC, describe que una Unica
administracion del mismo producia sintomas positivos y negativos, con gran tamano
de efecto (230), es decir, pueden ser muy significativos o intensos. Con resultado
similar, un metaanalisis reciente de ensayos clinicos aleatorizados y estudios
observacionales llevados a cabo en poblacion general acerca del efecto del consumo
de cannabis, reporta su asociacion con los sintomas positivos y negativos (92). Sin
embargo, cuando se trata de sujetos sanos consumidores habituales de cannabis, el
efecto se ha observado atenuado o ausente (231,232). La evidencia que respalda esta
asociacidon entre el consumo de cannabis y los sintomas psicdticos en sujetos sanos se
ve reforzada por hallazgos de la resonancia magnética funcional. Dichos hallazgos
informan de una asociacion entre los efectos psicomiméticos del THC y la activacion

funcional de regiones del cerebro como el estriado (233-235) que, como
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menciondabamos previamente, juega un papel clave en la regulacién de la dopamina.
En concreto, el aumento de su actividad se ha asociado con la generacién y la gravedad
de los sintomas psicéticos, medidos a través de la subescalas de la PANSS, inducidos

bajo su influencia (233,235).

En cuanto a estudios experimentales en pacientes con psicosis, en un reciente
ensayo controlado aleatorizado a doble ciego de pacientes con esquizofrenia y uso de
cannabis, la administracion de THC oral empeoré la sintomatologia negativa de manera
dosis dependiente (236). Sin embargo, otro estudio anterior que incluyé a pacientes
con esquizofrenia y trastorno por uso de cannabis concurrente no reportd cambios en

los sintomas con la administracion de una dosis de THC oral y fumado (237).

En estudios observacionales en pacientes con psicosis, el consumo de cannabis
se ha relacionado con sintomas mas persistentes y severos en muestras tanto de
esquizofrenia (88,238), como de psicosis de inicio reciente (239—243) o de psicosis sin
especificar (244). En concreto, encontraron que los sujetos que consumieron cannabis
presentaban mayor severidad de los sintomas positivos (245,246) y mayores tasas de
recaida psicotica (240,241), mientras que el cese del consumo de cannabis se ha
relacionado con mejoras significativas en los sintomas psicéticos positivos y negativos,
la psicopatologia general y funcionalidad (239,247-249). En un estudio de pacientes
con PEP, los consumidores de cannabis mostraron mas sintomas psicéticos positivos y
menos negativos al ingreso, pero tras seis meses, sus sintomas positivos disminuyeron
mas que en los no consumidores. Los mejores resultados (puntuaciones mas bajas en
la PANSS positiva, general y total) se observaron en quienes consumieron cannabis al
inicio pero dejaron de hacerlo a los seis meses, mientras que los no consumidores
tuvieron los peores resultados y los que continuaron consumiendo tuvieron un
resultado intermedio (239). En esta linea, Seddon et al. (243) observaron que el uso
continuo de cannabis después del primer episodio psicdtico se asocia con un peor

resultado al afio en la puntuacion total de la Escala de Sindrome Positivo y Negativo.

Englobando todo lo anterior, un metaanalisis que reunid datos de mas de
16.500 pacientes con psicosis concluyd que el consumo continuo de cannabis después

del inicio de la psicosis predice resultados adversos, incluidos sintomas positivos mas
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graves, que para las personas que interrumpen el consumo de cannabis y los que no lo
consumen, asi como asociaciones entre el consumo continuo de cannabis y un mayor

riesgo de recaida psicética, hospitalizacién y hospitalizacion mas prolongada (250).

1.5.2. Efecto de la variabilidad genética de CNR1 y CNRZ2 sobre los sintomas
psicoéticos

En relacién a los diferentes estudios que han demostrado asociaciones de
variantes genéticas CNR1 con los sintomas de psicosis, se han encontrado asociaciones

con sintomas tanto positivos (251,252), como negativos (251-253) y desorganizados

(193,253).

El primer estudio que relaciond la variabilidad de CNR1 con un subtipo de
esquizofrenia (en este caso, pacientes con un trastorno de abuso de sustancias) fue el
de Leroy et al. (254), en personas de origen Europeo. En concreto, en este estudio
describen frecuencias alélicas diferentes entre pacientes consumidores y no
consumidores, pero no entre pacientesy controles. En el estudio longitudinal a tres afios
de Sudrez-Pinilla et al. (252), que se realizdé en una muestra de pacientes con PEP, una
de las tres variantes genéticas de CNR1 estudiadas se asocid con mejoras en las
puntuaciones en los sintomas positivos y negativos en el momento de medicion del
seguimiento. Por el contrario, Zammit et al. 2007 (186) no demostraron ninguna
asociacién entre los genotipos CNR1 y diversos aspectos clinicos evaluados en pacientes
con esquizofrenia (edad de inicio, funcionalidad, sintomas y curso de la enfermedad).
Tampoco en otro estudio de asociacién en pacientes con trastornos animicos se
demostro la hipdtesis de que la repeticion del triplete AAT del gen CNR1 pudiera estar
asociado a sintomatologia psicética (255). Dada la heterogeneidad de los resultados, en
una revision sistematica de estudios de asociacidn del gen CNR1 con la expresion clinica
de la esquizofrenia, Gouvéa et al. (194) enfatizan la necesidad de realizar mas
investigaciones sobre el papel de la genética endocannabinoide y sus fenotipos

asociados.

La investigacion sobre la variabilidad genética de CNR2 en la psicosis es escasa

y se basa principalmente en analisis de asociacion del riesgo de esquizofrenia (196,210),
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como se ha comentado previamente en el apartado 4.4.3. Sin embargo, es destacable
qgue el gen CNR2 se identificd como locus significativo en un GWAS de experiencias
psicéticas angustiosas (256) en poblacidn general. Una revisidon de estudios modelos
animales centrados en el gen CNR2 y en sintomas asociados con la esquizofrenia
inducidos mediante la modulacién del CB2R, concluyé que este receptor desempefia un
papel crucial en la regulacion de conductas vinculadas a la ansiedad, la depresidn, la
cognicién y la locomocidn, todas ellas estrechamente relacionadas con los sintomas de

la esquizofrenia (257).

1.5.3. Interaccion del consumo de cannabis y genes CNR1 y CNRZ2 sobre los
sintomas psicoticos

Como comentado en apartados anteriores, son varios los estudios que han
analizado la influencia de los genotipos CNR1 y CNR2 sobre los sintomas psicéticos, sin

embargo, no tantos han evaluado la interaccidén de estos con el consumo de cannabis.

En sujetos sanos, las variantes genéticas del CNR1 se han asociado con un
incremento del riesgo a experimentar sintomas psicoticos después de consumir
marihuana (258). Van Winkel et al. (259), en hermanos no afectados de pacientes con
esquizofrenia, considerados portadores obligados de vulnerabilidad genética,
observaron un efecto de interaccion entre los polimorfismos de CNR1 y el consumo

reciente de cannabis en los sintomas y signos esquizotipicos.

En cuanto a sujetos con psicosis, algunos estudios han evaluado este efecto
interaccidon entre variables genéticas de receptores cannabinoides y consumo de
cannabis sobre el riesgo de esquizofrenia (185,186), con resultados positivos vy
negativos respectivamente, como esta descrito en el apartado 4.3.3., pero apenas se
ha investigado este efecto interactivo entre ambos factores sobre los sintomas
psicoticos. Encontramos al respecto los hallazgos de Rojnic et al. (260) que describen
un efecto interaccién entre el consumo de cannabis y los genotipos del CNRI1-
rs12720071 y rs7766029 en el cambio de estrés percibido, si bien no se trata de un
sintoma psicético como tal. Mas adelante (ver apartado 1.6.4.) comentaremos este

efecto de interaccion sobre la funcidn cognitiva, en que si existe mas evidencia.
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Respecto del gen CNR2, hasta la fecha existen muy escasos estudios que hayan
analizado la interaccion de variantes genéticas del mismo con el consumo de cannabis
sobre los sintomas psicéticos. Excepcionalmente, Legge et al. (256), en un estudio en
poblacién general, estudian, con resultado negativo, la interaccion entre CNR2-

rs754559873 y el consumo de cannabis sobre experiencias psicéticas angustiantes.

1.6. Cannabis y variabilidad genética en receptores del sistema
endocannabinoide: efectos sobre el rendimiento cognitivo y

sus correlatos neurobiolégicos

1.6.1. Efecto del consumo de cannabis sobre la funcion cognitiva

Se ha descrito que el CB1R es uno de los receptores mas ampliamente
expresados en el cerebro, incluidas aquellas areas involucradas en la atencién y en la
memoria de trabajo (MT), como la corteza prefrontal, el hipocampo, el cuerpo estriado
y el caudado (261). Coherentemente, diversos estudios han demostrado que la

senalizacion endocannabinoide es esencial para la adquisicion de la memoria (262-265).

El consumo persistente de cannabis, especialmente si comienza en la
adolescencia, se asocia con deterioro en la velocidad de procesamiento y el control
inhibitorio, como se vio en una cohorte de individuos seguida desde nacimiento (266).
Ademas, se ha descrito una relacién dosis-respuesta, siendo mas pronunciado el efecto
del cannabis en el rendimiento cognitivo en consumidores frecuentes y de cannabis con

alto contenido en THC (267).

Los estudios basados en modelos animales apoyan el efecto de los cannabinoides
sobre la MT (revisado en Lichtman et al. (268)). En estudios experimentales con ratones,
generalmente los agonistas de los receptores cannabinoides, como A9-THC,
anandamida, CP-55,940 y WIN55,212-2 producen deterioro de la MT, mientras que
rimonabant, un antagonista de CB1R, mejora la MT (269-273). En un estudio con ratas
se observod que el consumo crénico de A9-THC en la adolescencia es perjudicial para el
aprendizaje y la memoria cuando los efectos se miden especificamente en el periodo
“post-agudo”; la medicion en dicho momento representa bien los patrones de consumo

de cannabis en adolescentes humanos (274). En cambio, Rubino et al. (275)
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demostraron que la administracion crénica de A9-THC en la adolescencia también puede
inducir deterioro cognitivo en ratas adultas hembras. De manera similar, se ha
informado que la administracién créonica de WIN55,212-2 durante la adolescencia
conduce a déficits en la memoria de reconocimiento, pero no si se administra en la edad
adulta (276). Como se ha reflejado en apartados anteriores, la adolescencia puede
considerarse como un periodo vulnerable a los cambios cognitivos debido, en este caso,

a la manipulacién farmacolégica de la sefializacién endocannabinoide.

Los estudios experimentales controlados en participantes sanos han
demostrado que la administracion de THC produce deterioros cognitivos transitorios
en la MT, el recuerdo vy el control ejecutivo de la atencion (226). Un metaanalisis
reciente de ensayos clinicos aleatorizados y estudios observacionales llevados a cabo
en poblacién general acerca de los efectos del consumo de cannabis también describe
un empeoramiento cognitivo, destacando dominios como la MT o el recuerdo verbal
(92). Otro metaanalisis de estudios experimentales humanos describe que la MT es
uno de los dominios cognitivos mas afectados por la administracién aguda de agonistas

parciales de los receptores endocannabinoides (como cannabis o nabilona) (277).

En cuanto a la direccidn del efecto del cannabis en el rendimiento cognitivo en
estudios observacionales en sujetos sanos, los datos actuales ofrecen resultados mixtos,
probablemente debido a variaciones en la definicién de consumo de cannabis o en la
herramienta de medicidén cognitiva. Sin embargo, la tendencia es en general hacia un
peor resultado cognitivo en sujetos consumidores de cannabis en comparacién con los
no consumidores (278,279). Se trata de alteraciones globales, siendo, segiin una revisién
sistematica (280), los dominios del aprendizaje y la memoria verbal, y la atencidn, los

afectados de manera mas consistente.

Los efectos del cannabis sobre la cognicion adquieren mayor relevancia en el
contexto de la psicosis, donde puede exacerbar los déficits neurocognitivos
caracteristicos del trastorno, tales como la alteracién en la MT (81). En personas con
diagndstico de trastorno psicotico hay algunos resultados de estudios experimentales
gue apuntan hacia un empeoramiento cognitivo asociado a la administracion de THC

(236,281,282), aunque son pocos los estudios de este tipo. Los estudios observacionales
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muestran resultados contradictorios. Algunos de ellos muestran peor rendimiento en
los consumidores; por ejemplo, un metaanalisis sobre pacientes jovenes con psicosis
(283) describe que los consumidores de cannabis presentan peor rendimiento en
aprendizaje verbal y MT verbal. De manera similar, también se han reportado resultados
que indican un mejor perfil neurocognitivo en aquellos pacientes no consumidores en
muestras de PEP (284,285) en relacidn a los consumidores. Otros estudios no muestran
empeoramiento cognitivo en consumidores de cannabis en muestras de esquizofrenia
(286) ni de PEPs (287). En esta linea, un metaanalisis basado en PEP no detecta
diferencias significativas entre pacientes consumidores y no consumidores (288). Sin
embargo, varios estudios observacionales han replicado la paradoja de que son los
consumidores los que muestran un mejor rendimiento en tareas cognitivas, tanto en
personas con esquizofrenia (289), como con PEP (290,291), incluyendo un metaanalisis
en cada tipo de muestra (292,293). En base a dichos resultados, se ha propuesto la
hipotesis de que los sujetos con esquizofrenia consumidores de cannabis podrian
representar un subgrupo con menos vulnerabilidad neurobioldgica que los sujetos que
no consumen (294), en cuanto que presentan menos signos neuroldgicos menores,
menos déficits cognitivos estables y posiblemente un funcionamiento cerebral mas
parecido al de sujetos sanos. Cunha et al. (290), en linea con esta hipétesis, teorizan que
la exposicidn al cannabis puede ser un requisito previo para el desarrollo del primer

episodio de psicosis en un cerebro inicialmente relativamente “conservado”.

1.6.2. Efecto del consumo de cannabis sobre la actividad cerebral

Los estudios de resonancia magnética funcional (RMf) han permitido evaluar las
bases neurobiolégicas de las alteraciones cognitivas producidas por el cannabis, y en
particular de la MT, mediante el uso de paradigmas relacionadas con esta dimension
cognitiva, como es el n-back. Los estudios de neuroimagen de RMf juegan un papel muy
relevante ya que permiten comprender mejor los circuitos cerebrales funcionales
subyacentes a las diferentes tareas cognitivas, tanto en sujetos sin patologia, como en
nuestro caso, en pacientes con PEP. En esta técnica de neuroimagen contamos
fundamentalmente con dos tipos de estudio: 1) en reposo (“resting-state), cuyo objetivo

es analizar las conectividad funcional entre distintas areas del cerebro y permite
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identificar redes cerebrales activas de manera espontanea, como la red en modo
predeterminado (“default mode network”); y 2) los estudios que se realizan durante la
ejecucidn de tareas cognitivas concretas, para medir la actividad cerebral e identificar
gué regiones cerebrales se activan en respuesta a la misma, ayudando a entender los
mecanismos neuronales especificos que subyacen a las funciones cognitivas. En esta
tesis, hemos utilizado un protocolo de RMf con el paradigma n-back [Figura 5], que ha
permitido evaluar la actividad cerebral durante la realizacion de la tarea de MT, asi como

el rendimiento de los participantes en la realizacién de la tarea.

0-back 2-back
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Figura 5. Disefio de la tarea n-back utilizada. La tarea tiene dos niveles de dificultad (1-back y 2-back), presentados en
bloques. Cada bloque consiste en 24 letras que se muestran cada 2 segundos (1 segundo encendido, 1 segundo
apagado), y que contiene cinco repeticiones aleatoriamente. A los individuos se les pide que indiquen las repeticiones
presionando un botdn. Se presentan cuatro bloques 1-back y cuatro 2-back de manera intercalada, y entre ellos, se
presenta un estimulo de referencia (un asterisco que parpadeaba con la misma frecuencia que las letras) durante 16
segundos. Los caracteres se mostraban en verde para los bloques 1-back y en rojo para los bloques 2-back. Todos los

participantes pasan primero por una sesién de entrenamiento fuera del escaner. Adaptado de (295).

Los estudios de RMf en sujetos sanos consumidores de cannabis indican una
actividad cerebral alterada, tanto en estado de reposo como durante la realizacién de
tareas cognitivas, en las regiones involucradas en el procesamiento de las mismas (para
una revision detallada, ver (296,297)). En concreto, varios grupos han informado

repetidamente que los compuestos cannabinoides perjudican la memoria al alterar las
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sefales BOLD en las regiones frontal, limbica y mediotemporal (263,298,299). En
relacion a las tareas de MT y atencidn especificamente, la mayoria de los estudios
basados en consumidores sanos de cannabis de RMf informan cambios en los patrones
de activacion asociados con la realizacion de la tarea en cuestion (299-302). Algunos
estudios han encontrado una asociacién entre el consumo de cannabis y una mayor
activacion de corteza prefrontal dorsolateral (CPDL) durante la realizacion de tareas de
MT, a pesar de tener un rendimiento similar en la realizacién de la tarea ((303), utilizd
la tarea de n-back) o incluso menor ((304), empled el paradigma de Stenberg). Este
resultado puede interpretarse a la luz de modelos anteriores (305) que postulan que
un aumento en el reclutamiento prefrontal cuando el rendimiento es parecido o
inferior durante la MT es un indicador de una participacion ineficiente de los recursos

prefrontales.

Esta observacion es coherente con estudios que han evaluado la conectividad
funcional en reposo en adolescentes consumidores de cannabis, los cuales han
documentado patrones de conectividad alterados que afectan el trafico
interhemisférico y la red frontotemporal (306—308). Sin embargo, las conclusiones de
los estudios disponibles son marcadamente inconsistentes y dificilmente comparables

debido a varios factores de confusion.

Con respecto a los estudios de RMf en personas con psicosis la evidencia es
escasa, si tenemos en cuenta solamente aquellos estudios de pacientes psicoticos que
diferencian los consumidores de cannabis de los que consumen otras sustancias. Existen
cuatro estudios previos de este tipo, con tamafios de muestra limitados de pacientes
con esquizofrenia. Los tres primeros estudios informan de un funcionamiento cerebral
mejor preservado en pacientes consumidores. Concretamente lo aprecian en areas
asociadas con el procesamiento emocional (corteza prefrontal medial) (309), y en areas
relacionadas con el procesamiento verbal y la atencién (corteza cingulada posterior,
I6bulo parietal inferior y giro precentral) y el funcionamiento ejecutivo (CPDL) (309-
311). Este patrén estd en consonancia con lo informado en varios articulos que evaltan
las diferencias neuroanatdmicas o neurocognitivas en la psicosis entre consumidores y
no consumidores de cannabis, a favor de un mejor funcionamiento cognitivo en los

pacientes consumidores (290,293,312). Estos hallazgos sugeririan tentativamente que
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los procesos neurofisiolégicos que subyacen a las funciones cognitiva estudiadas
mediante las tareas de RMf, estan parcialmente preservados en los pacientes con
esquizofrenia consumidores de cannabis, en relacidon con los que no lo son. Por contra,
el trabajo mas reciente ha utilizado una tarea de decision con dos opciones, relacionada
con el mecanismo cerebral de recompensa, y ha mostrado un mejor rendimiento en la
tarea y una mayor actividad del talamo vy la insula en individuos con esquizofrenia de
primer episodio que no consumen cannabis, en comparacién con los pacientes que

consumian en el momento de la realizacion del estudio (313).

1.6.3. Efecto de la variabilidad genética de CNR1y CNRZ2 sobre la cognicion y la
actividad cerebral

Las variantes genéticas de los receptores cannabinoides se han asociado en
diversos estudios con el rendimiento cognitivo, y especificamente con la MT. Las
variables de los polimorfismos del gen CNR1 (polimorfismos [AAT]n y rs2180619) se
han asociado en sujetos sanos con diferencias en la eficiencia de la MT, ademas del
procesamiento atencional y el aprendizaje procedimental (314-316). También en
adultos jovenes sanos se ha relacionado el polimorfismo CNR1 rs2180619 con el
rendimiento de la MT, pero de manera especifica en el aumento del nivel de
complejidad de la tarea de MT (la diferencia en el desempefio entre una tarea de
dificultad media y alta), encontrandose mas dificultades cuando se enfrentan a una
demanda alta en MT para un genotipo que otro (317). En cuanto a los estudios de RMf,
un trabajo no reveld ningun efecto principal estadisticamente significativo del
rs1406977 y el consumo de cannabis sobre la actividad cerebral durante la realizacion
de la tarea n-back, pero si mostré un efecto en el desempefio de la tarea de MT (318).
En otro estudio que midio la actividad prefrontal, también durante la realizacién de la
tarea de n-back, no se observd ningun efecto principal de CNR1-rs1406977, pero

igualmente se asocio con el desempeno en la realizacién de la tarea (303).

En cuanto a la literatura acerca de CNR1 y cognicidn en sujetos con psicosis, en
un estudio centrado en personas con esquizofrenia (319) se reporté que CNRI

rs12720071 tenia un efecto sobre la velocidad de procesamiento/atencién y la
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resolucion de problemas. En pacientes con PEP se describio que el polimorfismo CNR1
rs7766029 se asociaba con mas empeoramiento en MT y atencion tras 18 meses de
tratamiento (260). Por ultimo, Ferretjans et. al (320) en pacientes con esquizofrenia
muestran la asociacion entre el polimorfismo CNR1 rs12720071 y el rendimiento
cognitivo de los pacientes en varios dominios cognitivos (velocidad motora, fluidez
verbal, atencion/velocidad de procesamiento y razonamiento/resolucion de
problemas), apoyando la hipdtesis de que las variaciones de CNR1 podrian estar

asociados con la patogénesis de los déficits cognitivos de la esquizofrenia.

Si bien la investigacion acerca del CB2R no es tan abundante como para el CB1R,
diversos hallazgos apoyan la implicacion de este receptor en las funciones cognitivas,
especialmente en sujetos con psicosis. Se trata en su mayoria de estudios que evaluan
la expresidn del receptor, no la variabilidad genética de su gen codificante. Estos
estudios describen una mayor expresiéon de CB2R en las células inmunes innatas en
pacientes con esquizofrenia, junto con niveles alterados de citocinas, lo que indica una
inmunomodulacién alterada (321). En un estudio en pacientes con esquizofrenia y
controles sanos, la mayor expresién de los CB2Rs en los linfocitos T y monocitos se
asocié con un rendimiento cognitivo deficiente, medido por la escala SCoRS
(Schizophrenia Cognition Rating Scale) (322). De manera similar, en otra muestra de
pacientes con esquizofrenia, mayores niveles de ARNm de CB2R se asociaron con un
peor rendimiento en tareas de atencion (130). Otros autores han planteado la hipétesis
de que los pacientes con esquizofrenia podrian presentar un CB2R disfuncional, puesto
que se han descrito ciertos alelos vinculados a una menor funcién de CB2R (210);
concretamente la variabilidad alélica se ha relacionado en este estudio con cambios
tanto a nivel de expresién (ARNm) y de proteina, como con diferencias de afinidad del
receptores por sus ligandos. Estos hallazgos respaldan colectivamente la hipdtesis de
que la disfuncién del CB2R podria contribuir a la fisiopatologia de la esquizofrenia al
afectar la regulacion de la neuroinflamacion y alterar las redes neuronales, lo que
potencialmente conduciria a déficits cognitivos asociados con el trastorno (322). En
esta linea, los agonistas de CB2R demuestran efectos antiinflamatorios en condiciones
inflamatorias, incluyendo la inhibicién de la liberacién de mediadores inflamatorios, lo

que puede ser relevante para los trastornos neuropsiquiatricos (323). También se ha
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reportado la asociacién entre la expresion proteica en células mononucleares de
sangre periférica de CB2R y enzimas de sintesis y degradacion de endocannabinoides,
y la MT en un estudio de individuos con un PEP (324). Otra evidencia describe una
asociaciéon nominal entre el polimorfismo CNR2 rs2229579 vy el rendimiento en MT
evaluada a través de la escala BACS (Brief Assessment of Cognition in Schizophrenia)
en pacientes con esquizofrenia (320). Estudios con diferentes modelos animales de
esquizofrenia apoyan también el papel de CB2R en la neurobiologia subyacente a la

cognicioén (257).

1.6.4. Interaccién del consumo de cannabis y genes CNR1 y CNR2 sobre la
cognicion y la activacion cerebral

La modulacién genética de los efectos del cannabis sobre los fenotipos
cerebrales se ha estudiado tanto desde aproximaciones morfologicas como
funcionales. Por un lado, encontramos estudios morfoldgicos en sujetos sanos, como
el estudio de Schacht et al. (325), que informd una interaccién entre el rs2023239 de
CNR1 y el consumo de cannabis en los volUmenes bilaterales del hipocampo. Por otro
lado, en estudios de neuroimagen funcional también en individuos sin patologia se ha
descrito un efecto de interaccién entre el rs1406977 de CNR1 y el consumo de cannabis
sobre el rendimiento en la realizacidon de la tarea de n-back (303,318) y sobre la
conectividad de la corteza prefrontal (318). De manera interesante, un enfoque
poligénico basado en la red de co-expresidon genética de CNR1 destacd la interaccion
entre el consumo de cannabis y esta puntuacion poligénica en la actividad prefrontal
dorsolateral durante la realizacién de la tarea de n-back en sujetos sanos (326). En
conjunto, estos datos sugieren que el consumo de cannabis afecta la relacion
fisioldgica entre la expresidn génica de CNR1 y el procesamiento prefrontal de la MT,
tratandose de una red genética implicada en la sefializacion endocannabinoide y la
eficiencia del procesamiento de la informacion en las redes neuronales que subyacen

a los procesos cognitivos implicados en la memoria.

Los estudios basados en pacientes con esquizofrenia que han evaluado tanto el

cannabis como los efectos genéticos sobre los déficits cognitivos son ain mas escasos.
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Ho et. (319) al encontraron que el abuso o dependencia de cannabis en el contexto de
genotipos CNR1 especificos puede contribuir a mayores déficits de volumen de materia
blanca y a deterioro de algunos dominios cognitivos, lo que a su vez podria aumentar
el riesgo de esquizofrenia. En esta linea también otros estudios en pacientes con
esquizofrenia y PEP respectivamente (252,327) han descrito que el consumo de
cannabis, en el contexto de determinados genotipos CNR1, puede contribuir a
reducciones en el volumen cerebral. Hasta donde alcanza nuestro conocimiento
ningun estudio ha investigado los efectos de CNR2 y su interaccién con el consumo de
cannabis sobre las caracteristicas neurocognitivas, ni en sujetos sanos ni con psicosis

(ni tampoco, por tanto, en PEP).

Finalmente, en relacidon con el andlisis de la interaccién entre las variantes
genéticas de ambos receptores endocannabinoides CB1R y CB2R y el consumo de
cannabis en pacientes con psicosis mediante RMf, seglin sabemos, no existen estudios

publicados.
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2. HIPOTESIS

La interaccion entre factores genéticos y el consumo de cannabis, con especial
atencion al papel modulador del sistema endocannabinoide, ha emergido como un area
de interés primordial en la investigacion sobre los trastornos psicoticos. Este sistema
interactla con el dopaminérgico y otros sistemas neuroquimicos implicados en la
neurobiologia de los trastornos psicoticos. A la vez, el foco de interés sobre los efectos
del cannabis en la salud se ha visto incrementado debido a la expansidn de la legalizacidon
del cannabis, que ha conllevado un aumento del consumo y, por tanto, de sus riesgos

asociados.

Esta tesis se ha centrado en proporcionar un mejor conocimiento sobre algunos
de los elementos que forman parte de la compleja arquitectura de los trastornos
psicoticos desde un enfoque multifactorial que integra genética, neuroimagen y
cognicién. Por un lado, los analisis se han dirigido a desgranar si variantes genéticas
especificas de los receptores cannabinoides pueden modular la sensibilidad individual a
los efectos del cannabis. Es decir, desde un disefio de casos, incluyendo personas con un
primer episodio psicético consumidoras y no consumidoras de cannabis, la presente
tesis se ha desarrollado sobre la hipdtesis de que la variabilidad genética en el sistema
endocannabinoide, centrada en los CB1Rs y CB2Rs, y la exposicién al cannabis,
explicaran parte de la variabilidad en la severidad de los sintomas, el rendimiento
cognitivo y la funcionalidad cerebral observada en las primeras etapas del trastorno
psicético. Todos estos elementos formarian parte de un entramado de redes genéticas
y de neurotransmision subyacente al desarrollo de la enfermedad y, un mejor
conocimiento de dichas bases bioldgicas favorecerd la definicién de la heterogeneidad

clinica y el pronéstico de los trastornos psicéticos.

De esta hipdtesis general se han derivado tres hipdtesis concretas:

1. El consumo de cannabis, demostrado factor de riesgo para el desarrollo de

psicosis, tendra un efecto per se sobre fenotipos clinicos, cognitivos y cerebrales
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en personas con un primer episodio psicotico. Esperamos identificar diferencias
a nivel de sintomas, rendimiento cognitivo y neuroimagen funcional entre
pacientes consumidores y no consumidores de cannabis. Aportar en el impacto
de este factor de riesgo puede ser de utilidad de cara al desarrollo de estrategias
preventivas y terapéuticas, de cara a disminuir su consumo y/o las consecuencias

de este en pacientes con psicosis.

Los genes del sistema endocannabinoide representan un conjunto de genes
candidatos subyacentes a la fisiopatologia de la psicosis. La variabilidad
genética en los receptores cannabinoides, seleccionada por su implicacion en
el riesgo para trastornos psicoticos previamente descrita, se asociara con la
expresidon clinica, cognitiva y/o cerebral del trastorno. Esperamos que el
tamarfio del efecto observado sea pequefio debido a la condicion polimdrfica

de las variantes genéticas estudiadas.

Las interacciones gen-ambiente se han descrito como un mecanismo etioldgico
de los trastornos psicosis. La variabilidad genética en los receptores
cannabinoides modulara la sensibilidad individual a los efectos del cannabis
sobre los fenotipos clinico y neurobiolégico. Esperamos que el impacto del
cannabis en la expresion sintomatica, la cognicion y la actividad cerebral varie

en funcién de los polimorfismos de los receptores cannabinoides
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3. OBJETIVOS

De las tres hipdtesis se derivan dos objetivos, cada uno de los cuales representa uno de

los articulos que componen la tesis:

O NINA/olu M Evaluar la relacion entre el consumo de cannabis y fenotipo clinico

(sintomas psicéticos y funcionalidad) y cognitivo (rendimiento cognitivo general
evaluado por WAIS), en pacientes con un primer episodio psicotico. Este objetivo estd

compuesto por tres objetivos especificos:

1a. Examinar las diferencias a nivel clinico y cognitivo entre pacientes con un primer

episodio psicotico atendiendo a si consumen o no cannabis.

1b. Estudiar los correlatos de variantes genéticas en genes que codifican para los

receptores cannabinoides (CNR1 y CNR2) con variables clinicas y cognitivas de interés

en los trastornos psicoéticos.

1c. Evaluar si los genes CNR1 y CNR2 median la relacidn entre el consumo de cannabis

y la sintomatologia psicotica y la funcidn cognitiva en una muestra de pacientes con

primer episodio psicético.

Investigar los efectos del consumo de cannabis, de la variabilidad comun
en genes de los receptores del sistema endocannabinoide y de su interaccidn sobre la
actividad cerebral en respuesta a la realizacidon de una tarea de memoria de trabajo en
primeros episodios psicético mediante un protocolo de neuroimagen funcional. Para

lograr este objetivo se han establecido tres objetivos especificos:

2a. Dada la relevancia de la sefializacién cannabinoide para la memoria de trabajo,
analizar la posible influencia del consumo de cannabis en la actividad cerebral mientras
se realiza una tarea de memoria de trabajo (n-back) durante un protocolo de resonancia

magnética funcional
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2b. Estudiar si la variabilidad genética comuin en los genes CNR1 y CNR2 subyace a

diferencias funcionales cerebrales en pacientes con un primer episodio psicotico

mientras realizan una tarea de memoria de trabajo.

2c. Investigar si el papel potencial del consumo de cannabis en la activacion cerebral

estd modulado por la variabilidad genética individual en los genes de los receptores

cannabinoides.
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ARTICULO |

Clinical and cognitive outcomes in first-episode psychosis: focus on the interplay
between cannabis use and genetic variability in endocannabinoid receptors

Maitane Oscoz-lrurozqui, Carmen Almoddvar-Payda, Maria Guardiola-Ripoll, Amalia
Guerrero-Pedraza, Noemi Hostalet, Raymond Salvador, Maria Isabel Carrién, Teresa
Maristany, Edith Pomarol-Clotet, Mar Fatjo-Vilas.

Frontiers in Psychology, 2024, 15, 1-9. DOI: 10.3389/fpsyq.2024.1414098. PMID:
39193030.

Titulo: Perfil clinico y cognitivo en el primer episodio de psicosis: énfasis en la
interaccion entre el consumo de cannabis y la variabilidad genética en los receptores

endocannabinoides

Introduccidn. La evidencia cientifica muestra la implicacién del sistema
endocannabinoide (SEC) en la psicosis a través de sus funciones homeostaticas de
neurotransmision. Sin embargo, el efecto de la variabilidad genética del SEC en la
relacion entre el consumo de cannabis y la expresion clinica y cognitiva en las fases
tempranas de los trastornos psicoticos ha sido escasamente explorado y menos aun en
pacientes con un primer episodio de psicosis (PEP). A través de un disefio de casos con
PEP, investigamos el efecto del consumo de cannabis y la variabilidad genética de los

receptores endocannabinoides en los fenotipos clinicos y cognitivos.

Métodos. La muestra comprendié 50 pacientes con PEP de ascendencia europea
(edad media (DE) = 26,14 (6,55) afios, 76% varones), clasificados como consumidores de
cannabis (58%) o no consumidores de cannabis. Se analizd el genotipo de dos
polimorfismos de nucledtido Unico: uno en el gen del receptor cannabinoide tipo 1
(CNR1 rs1049353) y otro en el gen del receptor cannabinoide tipo 2 (CNR2 rs2501431).
Se llevaron a cabo evaluaciones clinicas (PANSS, GAF) y neuropsicolégicas (WAIS, WMS,

BADS). Mediante modelos de regresion lineal, examinamos el efecto principal del
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consumo de cannabis y su interaccidn con las variantes genéticas de los receptores

cannabinoides sobre los perfiles clinicos y cognitivos.

Resultados. En primer lugar, en lo que respecta a los efectos del cannabis, nuestros
datos mostraron una tendencia hacia una mayor severidad de sintomas positivos
(PANSS, p = 0,05) y un mejor rendimiento en habilidades manipulativas (test de
matrices-WAIS, p = 0,041) entre los consumidores de cannabis en comparacién con los
no consumidores. En segundo lugar, con relacién a los efectos genotipicos, los
portadores del alelo T del CNR1 rs1049353 presentaron una mayor severidad de los
sintomas desorganizados (que los homocigotos CC; p = 0,014). En tercer lugar,
detectamos que la asociacion observada entre el consumo de cannabis y las habilidades
manipulativas estd modulada por el polimorfismo rs2501431 del gen CNR2 (p = 0,022):
los consumidores de cannabis portadores del alelo G mostraron un mejor rendimiento
gue los portadores del genotipo AA, mientras que los no consumidores de cannabis
presentaron el patrén genotipo-rendimiento opuesto. Esta interaccién gen-ambiente
mejord significativamente el ajuste general del modelo que incluia solo cannabis (A-R? =

8,4%, p = 0,019).

Conclusiones. A pesar de la naturaleza preliminar de la muestra, nuestros
hallazgos apuntan hacia el impacto del cannabis en los sintomas psicéticos positivos y
en la cognicién. En cuanto a la genética, los resultados muestran un efecto de las
variantes genéticas del gen CNR1 en la gravedad de los sintomas desorganizados del PEP
y de CNR2 en la modulacién del rendimiento cognitivo condicionado al consumo de
cannabis. Esto pone de relieve la necesidad de una mejor caracterizacién del papel
combinado de la variabilidad genética del sistema endocannabinoide y el consumo de

cannabis en la comprension de la fisiopatologia de la psicosis.
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Carmen Almodévar-Paya'**, Amalia Guerrero-Pedraza*®,
Noeml Hostalet**5, Marfa Isabel Carrion'?, Salvador Sarré*,
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Barcelona, Spain, "Hospital Sant Rafael, Passeig de la Vall d'Hebron, Barcelona, Spain, *The Litwin-
Zucker Alzheimer's Research Center, The Feinstein Institutes for Medical Research, Manhasset, NY,
United States

Introduction: Research data show the impact of the endocannabinoid system
on psychosis through its neurotransmission homeostatic functions. However,
the effect of the endocannabinoid system genetic variability on the relationship
between cannabis use and psychosis has been unexplored, even less in first-
episode patients. Here, through a case-only design, we investigated the effect
of cannabis use and the genetic variability of endocannabinoid receptors on
clinical and cognitive outcomes in first-episode psychosis (FEP) patients.
Methods: The sample comprised 50 FEP patients of European ancestry (mean
age (sd) =26.14 (6.55) years, 76% males), classified as cannabis users (58%)
or cannabis non-users. Two Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) were
genotyped at the cannabinoid receptor type 1 gene (CNRI rs1049353) and
cannabinoid receptor type 2 gene (CNR2 rs2501431). Clinical (PANSS, GAF)
and neuropsychological (WAIS, WMS, BADS) assessments were conducted. By
means of linear regression models, we tested the main effect of cannabis use
and its interaction with the polymorphic variants on the clinical and cognitive
outcomes.

Results: First, as regards cannabis effects, our data showed a trend towards
more severe positive symptoms (PANSS, p=0.05) and better performance
in manipulative abilities (matrix test-WAIS, p=0.041) among cannabis users
compared to non-users. Second, concerning the genotypic effects, the T
allele carriers of the CNR1 rs1049353 presented higher PANSS disorganization
scores than CC homozygotes (p=0.014). Third, we detected that the
observed association between cannabis and manipulative abilities is modified
by the CNR2 polymorphism (p=0.022): cannabis users carrying the G allele
displayed better manipulative abilities than AA genotype carriers, while the
cannabis non-users presented the opposite genotype-performance pattern.
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Such gene-environment interaction significantly improved the overall fit of
the cannabis-only model (A-R?*=8.4%, p=0.019).

Discussion: Despite the preliminary nature of the sample, our findings point
towards the role of genetic variants at CNR1 and CNR2 genes in the severity of
the disorganized symptoms of first-episode psychosis and modulating cognitive
performance conditional to cannabis use. This highlights the need for further
characterization of the combined role of endocannabinoid system genetic
variability and cannabis use in the understanding of the pathophysiology of

psychosis.

KEYWORDS

first episode psychosis, cannabis, cannabinoid receptors genes (CNR1 and CNR2),

symptoms, cognition

1 Introduction

Schizophrenia (SZ) 1s a complex psychiatric disorder with a
Iifetime prevalence of 5.5/1000 (McGrath et al, 2008). Positive
symptoms Include hallucinations, delustons and disorganized thought
(manifested In speech and behavior); while negative symptoms
include blunted affect, anhedonia, alogia, avolition and soctal
withdrawal. SZ 1s also characterized by cognitive deficits affecting
memory, attention, and executive functions. These mantfestations are
assoclated with functional and soctal impairment, placing SZ as a
major cause of disability worldwide (Murray et al., 1996).

The current knowledge indicates that the origin of SZ must
be understood by the combination of multiple genetic and
environmental factors (Zwicker et al, 2018). Among different
environmental factors, cannabls use has been conststently assoctated
with the risk for psychosts (D1 Fortl et al., 2014; Marcont et al., 2016).
Its use 1Is assoctated with a 2-fold risk for schizophrenta-spectrum
disorders, which increases up to almost a 4-fold risk in cannabis heavy
users (Marcon! et al., 2016).

In a systematic review and meta-analysis, cannabis use In patients
with SZ and other psychotic disorders has been linked to more severe
positive symptoms (Schoeler et al, 2016). Particularly in early
psychosts, some studies have also reported that the severity of
psychotic symptoms 1s higher in cannabis users both In positive
(Grech et al., 2005; Baeza et al., 2009; Seddon et al., 2016) and negative
symptoms (Seddon et al, 2016), while others did not find any effect of
cannabis on psychotic symptomatology (Barrowclough et al, 2015).

Focusing on cannabis effects on cognition, review works that
summarize evidence in healthy subjects conclude that cognitive deficits
assoctated with cannabinolds (both acute and chronic exposure) are
rather global, with the domains of verbal memory, attention and
executive functioning being affected most consistently (Broyd et al,
2016; Cohen and Wetnstein, 2018). Regarding studies based on patients
with a diagnosts within the psychosts spectrum, some studtes describe
a worse cognitive performance assoctated with cannabis use (Nunez
et al, 2016; Bogaty et al, 2018); others show a better performance
(Loberg and Hugdahl, 2009; Yacel et al., 2012; Schoeler et al., 2016),and
there are also studies showing no effect (Bugra et al., 2013). Such diverse
results must be accounted by several soctal, clinkal and cannabis
composlition factors but may also be related to the biologically
influenced sensittveness to the cannabis effects (Henquet et al., 2008).
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In search for the biological mechanisms responsible for these
heterogeneous effects of cannabis use on psychosts, several lines of
evidence have implicated the endocannabinold system (ECS) [for a
review, see (Garani et al, 2021)]. The ECS 1s mainly composed of
endogenous ligands and thelr receptors [the predominantly central
cannabinotd receptor type 1 (CBIR) and mostly pertpheral type 2
receptor (CB2R)]. The endocannabinotd system functions by engaging
with varlous neurotransmission systems and regulating numerous
cognitive and emotional reactions within the central nervous system,
thereby contributing to maintaining brain homeostasts (Wolf et al.,
2008; Ibarra-Lecue et al, 2018). Exogenous cannabinoids bind to
cannabinoid receptors, and, in that way, cannabis use can disturb
phystological control of the endogenous cannabinoid system over the
release of other neurotransmitters. This may ultimately lead to the
development of psychosts or SZ depending on frequency, dose, and
brain maturation status at exposure (Bossong and Niesink, 2010), as
well as on the individual genetic background (Bloque et al, 2019).

Spectfically, the cannabis effects are mediated by its main
psychoactive component, A*-THC, which 1s a partial agonist of ECS
receptors. The genes encoding CBIR and CB2R (CNRI and CNR2,
respectively), have been proposed as candidate genes associated with
psychosts and SZ. However, there is conflicting evidence regarding
whether different polymorphisms in these genes are assoctated with
spectfic dinical and cognitive phenotypes of psychoss.

On the one hand, different studles have shown assoclations
between CNRI genetic variants and the psychosts outcome, Including
posttive (Copoglu et al, 2015; Sudrez-Pinilla et al, 2015), negative
(Uptke et al.,, 2002; Chavarria-Stles et al., 2008; Copoglu et al, 2015;
Sudrez-Pinilla et al, 2015) and disorganized symptoms (Chavarria-
Siles et al., 2008; Copoglu et al., 2015). Van Winkel et al. (2011),
focusing on unaffected siblings of patients with SZ as obligate carriers
of genetic vulnerability, found significant assoctations between CNR1
SNPs and schizotypal symptoms and signs, as well as a
CNR1 x cannabis recent use Interaction effect.

Literature about CNR2 genetic vartability in psychosis Is scarce,
and 1t 1s mainly based on case-control assoclation analyses about the
risk of developing SZ (Ishiguro et al., 2010; Tong et al,, 2013; EO et al,,
2014). Also, a study based on a sample of healthy individuals reported
an effect of CNR2 on distressing psychotic expertences, such as visual
hallucinations, audittory halluctnations, delusions of reference or
delustons of persecution (Legge et al., 2019).
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Genetic variants of CNR1 have also been assoctated with cognitive
performance In several dimensions, but most studies have been
carried out In healthy individuals (Ruiz-Contreras et al, 2011, 2013,
2014, 2017; Coltzz1 et al., 2015; Taurisano et al., 2016). Remarkably, an
Interaction effect between cannabls use and the CBl-related
co-expression gene network on dorsolateral prefrontal activity during
working memory performance has been described in healthy subjects
(Taurisano et al, 2021). Also, the interplay between cannabis use and
CNRI genetic variants has been reported on brain volumes in healthy
subjects (H1ll et al., 2016). On the other hand, only few studies have
evaluated such effects in psychotic patients. Cross-sectional studies
describe assoclations between certain CNR! polymorphisms and
cognitive performance across different domains In SZ patents (Ho
etal, 2011; Ferretjans et al, 2022). In subjects with a first-episode of
psychosis (FEP), another CNRI polymorphism was assoclated with
differential improvements in verbal memory and attention after
18 months of treatment (Rojnic Kuzman et al, 2019). Also, 1t has been
shown the role of cannabis exposure as a moderating factor In the link
between CNRI genotypes and neurocognitive measures In patients
with SZ (Ho et al,, 2011).

As far as we know, no studies have comprehenstvely Investigated
the effects of CNR2 on clinical and neurocognitive phenotypic features
in FEP patients, nor its Interaction with cannabis use. A plece of
evidence comes from a study that found that one polymorphism at
CNR2 was nominally assoctated with the performance of a working
memory test in patients with SZ (Ferretjans et al, 2022). Also, different
authors have Indicated the role of CNR2 1n memory function In
animal model-based studies using knock-out specimens or assessing
CB2R expression (Wu et al,, 2013; Lt and Kim, 2017; Schmole
etal, 2018).

The aforementioned polnts underscore the need for extenstve
research into the impact of cannabis use on FEP outcomes, as well as
the involvement of cannabinold receptors in modulating these effects.
‘Then, by means of a case-only study design, we aimed to investigate
whether cannabis use and genetic vartants at ECS receptor genes (and
their interplay), influence the symptoms, the functionality outcome,
and the cognitive performance In patients with a FEP.

2 Materials and methods
2.1 Subjects

The study involved 50 patients experiencing their first non-affective
psychosis episode, recruited at the Benito Menni CASM Hospital and
Sant Rafael Hospital, employing consecutive sampling methods. Each
patient was suffering from the first episode of psychosts, with symptom
duration not exceeding 18 months. The partictpant pool consisted of
adults (aged 18 years or older) of European descent. This sample partially
overlaps with the cohort described In a prior research article by our
group (Oscoz-Trurozqui et al, 2023), which focused on the analysis of
the working memory neural correlates (assessed by functional magnetic
resonance), taking Into account cannabis use and cannabinotd
receptor genes.

Excluston criterta comprised: (1) age exceeding 65years, (1)
premorbid Intelligence Quotient (IQ) below 75, (111) a documented
history of brain trauma resulting in loss of consclousness or any
neurological condition, and (1v) the existence of a DSM-IV affective
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psychotic diagnosts, Including mania, hypomanta, and major
depression with psychotic symptoms.

After 6months, patients underwent a diagnostic assessment
employing the Spanish version of the Structured Clinical Interview for
DSM-IV (SCID). The diagnoses were: schizophrenta (n=22),
schizoaffective disorder (n=3), delustonal disorder (n=1), and
unspectfied psychosts (n=14).

2.2 Clinical and cognitive assessments

Symptoms were scored using the patients™ clinical evaluation,
which incduded the Positive and Negative Symptoms Scale (PANSS)
(Kay et al, 1987). Based on the PANSS, Positive, Negative and
Disorganized Syndrome scores were calculated (Wallwork et al,
2012). We also administered the Global Assessment of Functioning
(GAF) scale (Jones et al., 1995), as a single measure of the severity of
tliness and the overall psychosoctal impatrment.

The pre-morbtd 1Q was determined with the Word Accentuation
Test (Test de Acentuacién de Palabras, TAP) (Gomar etal, 2011),a
word reading test requiring pronunciation of Spanish words whose
accents have been removed. Pattents also performed four subtests of
the Wechsler Adult Intelligence Scale 11T (WAIS-III: vocabulary,
similarittes, block design, and matrix reasoning) to assess thelr current
verbal and manipulative IQ.

Two well-standardized tests of executive function and memory
were also administered. The Behavioural Assessment of the
Dysexecutive Syndrome (BADS) (Wilson et al., 1996) gives an overall
‘profile’ score based on performance on six different subtests. The
other consisted of four subtests of the Wechsler Memory Test
(WMS-II (Del et al., 1997) logical memory, faces, digit span, letter-
number sequencing); scaled scores on these subtests were summed to
give an overall score. Diagnostic evaluation and clinical and
neuropsychological assessments were carried out by an expertenced
psychiatrist and psychologist, respectively.

2.3 Cannabis use

The use of recreational drugs was obtained through patients’ self-
reports during Interviews and on medical records. Patients with
alcohol/substance (except cannabis) abuse or dependence within the
6months before participation were excluded.

Assessment of cannabis use spanned each subject’s lifetime. Those
dassified as cannabis non-users etther never used cannabis or had only
experimented with 1t once. On the other hand, cannabis users were
identified as Individuals with consistent cannabis consumption, with a
significant majority (85%) meeting the Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders (DSM-IV-TR) criteria for cannabis abuse or
dependence. At the time of clinical and cognitive evaluations, participants
had abstained from cannabis for at least 1 week.

2.4 Genetic data

Genomic DNA extraction was performed for all individuals, sourced
etther from buccal mucosa using cotton swabs and the ATP Genomic
DNA Min! Kit Tissue (Teknokroma Analitica, S.A., Sant Cugat del Vallés,
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Barcelona, Spain) or from pertpheral blood cells using the Realpure SSS
Kit for DNA Extraction (Durviz, S.1.U, Valencta, Spain).

Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) were genotyped:
rs1049353 located at CNRI (Chr: 6q14-q15) and rs2501431 at CNR2
(Chr: 1p34-p35) genes. These specific SNPs were chosen based on: (1)
previous research indicating their potental assoctation with psychosts
and/or cannabis use (Costa et al., 2013; Sudrez-Pinilla et al., 2015; Hill
etal, 2016; Gerra et al, 2018), (11) Minor Allele Frequency (MAF) in
the European population higher than 10%. The genotyping process
employed a fluorescence-based allelic discrimination procedure,
specifically the Applied Blosystems Tagman 5-exonuclease assays,
conducted under standard condittons. To verify accuracy, 15 samples
underwent re-genotyping, with all repeated genotypes matching the
initial results. Genotype frequencies demonstrated conformity to
Hardy-Weinberg equilibrium. For analysis purposes, genotypes were
dichotomized as follows: CNRI rs1049353 (CC vs. T-carrier) and
CNR2 152501431 (AA vs. G-carrer).

2.5 Statistical analyses

‘The analyses were conducted using SPSS 23.0 software (IBM SPSS
Statistics for Windows, version 23.0, released in 2015, IBM
Corporation, Armonk, New York).

Demographics and genotypic data of cannabis users and cannabis
non-users were compared through t-student and chi-square tests.

Linear regressions were used to test the effects of cannabls use,
genotype, and cannabis x genotype Interaction on clinical and
cognitive data. All the analyses were covarled by age and sex to control
for the potential confounding effects of these vartables. We used for
those regressions a 3-step model Including previous factors as
independent variables, successively added to 1t (model 1: cannabls;
model 2: cannabls + genotype; model 3: cannabis + genotype +
Interaction cannabis x genotype). Finally, when the interaction effect
was found, we performed the likelthood-ratio test to assess the
goodness of fit of the two statistical models, to compare the additive
and Interaction effects on the dependent variable. We show
standardized values of the statistical parameters.

For the between-groups post-hoc statistical power calculation,
we used G*Power 3.1.9 (Faul et al., 2009). As regards the clinical
severity, functionality and cognitive performance comparisons, both
between cannabis users and non-users and between genotypes, our
sample was powered (1-f =0.80, a =0.05) to detect large effect sizes
(d>0.75). As an example, 1t corresponds to 4 points on PANSS positive
syndrome scores or 3 points on the WAIS matrix subtest between
cannabis users and non-users, or 2 points on PANSS disorganized
syndrome scores between T allele carrters and non-carriers of the
CNR! polymorphism. For the Interaction models, the post-hoc
statistical power was assessed using the ‘pwr’ R package. It showed that
our sample was powered to detect medium effect sizes (d >0.17).

3 Results
3.1 Sample description

‘Twenty-nine (58%) participants were classified as cannabls users.
‘There were no significant differences in demographic characteristics,
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TABLE 1 Sociodemographic data and distribution between

Cannabis Non-Users (CNU) and Cannabis Users (CU) of the first-episode
psychosis patients included in the study.

N 2 29 -
A 2636 | 2515 i
(755) | (489
Sex (male/female) 15/6 2306 0.089
Premorbid 1Q (TAP)P (T:’::) (9:; 0.654
CPZ equivalents (mg/day)* 29 | s 0476
(14484) | (19425)
CNRI (rs1049353): CC genotype 15 17 0352
ONRI (s1049353): TT/TC genctypes 6 12
CNR2 (rs2501431): AA genotype 6 12 0352
NR2 (n2501431): GG/GA genotypes 15 17
Satistscal comy ducted ustng cht-square and {.test when appeopriate. N - sunple
stze. 1Q - Inteligence Quotient. TAP-Word A Tet. CPZ~Chorp Allthe

Ao th e ey

*Age range 18-39years.
*Data of TAP were avatlable for 46 patients.
“All patients except 2 were on antipsychotic treatment when the tests were performed.

premorbid IQ and medication dosage between users and non-users
(Table 1).

‘The genotypic distribution of the rs1049353 and rs2501431 genotypes
1s shown In Table 1. Minor allele frequencies were T=0.21 and G=04,
respectively, in line with those described for the 1,000 Genomes EUR
super population. After genotype determination, the two SNPs displayed

Hardy-Weinberg equilibrium in both groups (p>0.05). No genotype
distribution differences were observed between groups.

3.2 Cannabis use and genotypic effects on
symptoms severity and functionality

Cannablis users showed a trend towards higher PANSS positive
syndrome scores than non-users (8=0.289; SE=1.482; p=0.050;
R?=0.028; Table 2). As regards the other clinical parameters, including
GATF scale, no significant differences between cannabis use groups
emerged (Table 2).

The polymorphic variant at the CNRI was assoctated with the
PANSS disorganized syndrome scores (8 =0.337; SE=0.705; p=0.014;
R?=0.221). Individuals with TT/TC genotypes showed higher mean
(sd) scores [9.29(2.08)] than those with the CC genotype [7.00(2.49)]
(see Supplementary Tables S1, S2 for full model data).

There was no effect of CNR2 gene neither on psychotic symptoms
or functionality.

3.3 Cannabis use and genotypic effects on
cognitive performance

As regards cannabls use, It significantly modulated the
performance score on the matrix test of WAIS (Table 3). In particular,
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TABLE 2 Clinical comparison b C bis Non-Users
(CNU) and Cannabis Users (CU), through linear regressi del
(covaried by age and sex).

CuU CNUvsCU

comparison
p-value

Positive syndrome - PANSS 1386(493) | 1675(505) 0.050
Negative syndrome - PANSS 1424(836) | 1507 (741 0956
Disorganized syndrome - PANSS | 724(264) | 821(250) 0210
GAF 5253(1095) | 47.25(1091) 0.088

PANSS, Postttve and Negattve Syndrome Scale; GAF, Global Assessment of Functioning, The
mean values and standard deviation are reported.

TABLE 3 Cogpnitive performance comparison bety C bis Non-
Users (CNU) and Cannabis Users (CU), through linear regression models
(covaried by age and sex).

Ccu CNUvs CU

comparison
p-value
Vocabulary test - WAIS 9.77 (2.82) 9.19 (1.96) 0.478
Similarities test - WAIS 9.29 (2.85) 927 (2.28) 0.953
Matrix test - WAIS 7.06 (4.04) 9.41(331) 0.041
Block design test - WAIS | 7.94(3.11) 8.82 (2.80) 0373
Manipulative IQ 8265(17.46) | 92.74(16.35) 0.063
Verbal 1Q 9524 (1694) | 93.58(11.76) 0.788
BADS 1440(427) | 17.08(3.84) 0.071
WMS 2619(9.03) | 28.63(634) 0.259

WAIS, Wechsler Adult Intelligence Scale; BADS, Behavioural Assessment of the
Dysexecuttve Syndrome; WMS, Wechsler Memary Scale. Mean scores and standard
deviation of scalar scores are reported.

cannabis users showed better scores in comparison with non-users
(Brantarsinea=0.323; SE=1.144, p=0.041, R'=0.040). No other
significant differences between groups emerged on cognitive
performance according to the used tests (Table 3).

There was no main effect of cannabinold receptor genes on
cognitive scores, while the Interaction models showed an interplay
between CNR2, and cannabis use for the matrix test (8=0.728;
SE=2.374; R*=0.124; p=0.022). Adding the Interaction term In a
stepwise manner Improved the model’s overall fit (A-R*=8.4%,
p=0.019). Such Interaction Indicates that the genotype effect was
conditional to cannabls use: within cannabis non-users, individuals
with the AA genotype showed better manipulative abilities [10.00
(5.89)] than G-allele carrters [6.15 (3.05)]; while, within cannabis
users, G-allele carrters performed the test better [10.19 (3.21)] than
the AA homozygotes [8.27 (3.26)] (Figure 1).

4 Discussion

Our results show the Independent but also the joint effect of
cannabis use and cannabinold receptors’ genetic variants on the
outcome of first psychosis. In this regard, this study supports the

growing Interest In understanding the role of both cannabis and
genetic modulation effects on first-episode psychosts, to improve the
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knowledge of the pathophystological mechantsms that can be targeted
with preventive aims.

First, as regards the effect of cannabls use on symptoms,
functionality and cognitive performance, our findings add to previous
knowledge In a quite convergent manner. On the one hand, we report
a tendency of more severe positive symptoms among cannabis users
as compared to non-users. This effect was also shown In a large cohort
of FEP patients, in which cannabis use was assoctated with higher
PANSS positive scores, both at baseline and in the 12-month follow-up
(Seddon et al, 2016). Also, these data are aligned with a systematic
review and meta-analytic study, which concluded that continued
cannabs use after the onset of psychosis predicts more severe positive
symptoms than individuals who discontinue cannabis use or those
who are non-users (Schoeler et al,, 2016).

On the other hand, our results show a better manipulative
performance In FEP patients cannabis users than non-users, joining
the controverstal already existing results. As previously mentioned,
different studies about the cannabis effects on cognitive performance
In patients with a recent onset of psychosis report heterogeneous
results (Mata et al., 2008; Bugra et al., 2013; Bogaty et al., 2018). But
paradoxically, 1t has been suggested In several studles that patients
with SZ or FEP who are cannabis users display better cognitive
functioning as compared with non-users (Loberg and Hugdahl, 2009
Schnell et al., 2009; Leeson et al., 2012; Cunha et al,, 2013; Ferraro
et al, 2013). This has been Interpreted as that cannabls users could
represent a subgroup of patients neurocognitively less damaged and/
or with lower Intrinsic vulnerability, in which the early start of
cannabis consumption would have triggered the onset of psychosis
(Loberg and Hugdahl, 2009; Yucel et al,, 2012). In addittion, some
studtes show that patients with schizophrenta who consume cannabis
have better soctal functioning when compared with non-users (Carey
et al,, 2003; Salyers and Mueser, 2003). However, we acknowledge that
other complementary explicative factors could be partictpating, such
as the type of cannabis or the frequency of use, as well as the genetic
background of each person.

Second, regarding the analyzed genetic variants, our data indicate
a role of the polymorphism rs1049353 at the CNR! gene on the
disorganized syndrome. These results would be in line with other
findings highlighting the effect of CNR1 vartability on clinical profiles,
which have described an association of the (AAT)n CNRI microsatellite
with disorganized and negative symptoms on hebephrenic SZ in
different populations (Ujtke et al., 2002; Chavarria-Stles et al., 2008).
In line with these results, the polymorphism CNR1 rs6454674 has been
assoctated with the psychotic symptoms In the PANSS subscales
(PANSS total, PANSS positive, PANSS negative and PANSS general
psychopathology) and Clinical Global Impression Severity Scale
(CGI-S) (Copoglu et al, 2015). The effect of CNR! has also been
explored from neurobltological approaches. For Instance, some
neuroimaging-based studies have reported that different allelic vartants
of this gene impact different neuroanatomical structures, such as the
caudate and thalamus or white matter volumes, in patients with SZ and
FEP pattents (Ho et al., 2011; Sudrez-Pintlla et al,, 2015). On the other
hand, contrary to two previous studtes In healthy subjects and patients
with SZ (Ho et al, 2011; Colizz1 et al, 2015), we did not find an
Interaction effect of the CNRI gene and cannabls use on cognition.

Concerning the CNR2 gene, we did not observe any main effect
on clinical outcomes or cognition. A review of the evidence coming
from vartous animal models based on the CNR2 gene and SZ-related
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Miatex test of WATS margnel mesns

FIGURE 1
Line plot showing the significant interaction between CNR2
(rs2501431) x cannabis use (cannabis non-users; cannabis users) in
the matrix test of WAIS. Each bar represents the marginal mean of
the test score (+1SE), separately by genotypes and cannabis use
groups.

symptoms (where schizophrenia-like symptoms were induced via
CB2R modulation) concluded that this receptor plays a significant role

in the regulation of anxtety- and depressive-related behaviors,
cognition and locomotion, all of which are intimately related with the
symptoms of SZ (Banaszklewicz et al., 2020). Regarding cognition, In
our line, Ferretjans et al. (2022) did not find an assoctation between
CNR2 polymorphisms and cognitive performance In SZ patients.
However, In animal models of SZ (through glutamatergic dysfunction
induced by the NMDAR antagonist MK 801), the administration of a
competitive CB2R antagonist (AM 630) exacerbated memory
tmpatrment and CB2R activation by a CB2R selective agonist JWH
015) reversed cognitive impatrment after MK 801 administration
(Ishiguro et al, 2010; Khella et al., 2014), suggesting the role of CB2R
in the cognitive iImpairment found among patients with SZ.

On the other hand, despite not finding a CNR2 gene isolated effect
on cognition, we described an Interaction between the CNR2
polymorphisms and cannabis use on the WAIS matrix test. In fact, our
full model indicates a cannabis use effect (first step of the statistical
model) but not a gene effect per se (second step of the additive
statistical model). In this regard, 1t 1s noteworthy that within
G-carrlers, differences existed In the matrix test performance between
cannabis users and non-users, while within AA individuals, the test
scores were not so diverse. These results could reflect a differential
cannabis impact depending on genetics, or, In other words, that
genotype modulates cannabis sensibility, which affects cognitive
outcome. Stmilarly, there are several pleces of literature regarding
psychosis that show this modulating effect of genetics on cannabis
effect, but also on other environmental factors (Henquet et al., 2008;
Pelayo-Terdn et al., 2012; Tomass! and Tosato, 2017; Zwicker et al.,
2018; Wahbeh and Avramopoulos, 2021). For cannabis use, for
example, Colizz1 et al. (2015) In a case (FEP patients)-control study
point to the impact of lifetime cannabis use on the susceptibility to
developing a psychotic disorder, as well as the propensity for
expertencing psychosis-like symptoms and cognitive alterations,
which varies depending on the DRD2 rs1076560 genotype (a gene that
encodes the D2 subtype of the dopamine receptor). In another study
(Estrada et al, 2011) on Individuals with schizophrenta-spectrum
disorders and other non-psychotic disorders, the COMT Val1 58Met
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genotype (a gene Involved In catabolizing catecholamines such as
dopamine) appears to modulate the relationship between cannabis use
and the age at onset of psychotic disorders.

In addition, to further understand the tmpact of our results, it s
Interesting to add some functional data on the role of CNR2 genetic
variants. In this sense, Ishiguro et al. (2010) described the assoctation
of two SNPs near the CNR2 locus with SZ In Japanese populations,
and, remarkably, by means of gene expression assays, they showed the
link between the genetic variants of risk with changes in the functional
response of the CB2 receptor to its ligands. Accordingly, while aware
of the scarcity of data, we could hypothesize that the interaction effect
we detect could be similarly explained by changes in the gene
expression dertved from the polymorphic vartant, which, in turn,
would impact the sensitivity to cannabis use effects.

Summarizing, our study supports the cannabls and
endocannabinold system genetics role in the pathophystology of
SZ. However, It Is Important to interpret our findings in light of certain
lim1tations. Firstly, cannabis use was identified through self-reports
and medical records, and 1t was treated as a dichotomized vartable.
While previous studies have widely used this classtfication (Leberg and
Hugdahl, 2009; Ytcel et al., 2012; Sudrez-Pintlla et al.,, 2015), it ts worth
noting that gathering more extenstve data, including information on
variables such as the percentage of THC, age at onset, frequency of use,
method of consumption, and others, would be benefictal for future
Investigations. Also, we are aware that our comprehenston of the causal
Interactions among pertinent factors for psychosts would be enhanced
by a longitudinal design (Bloque et al,, 2019). However, It Is remarkable
that the FEP-based sample allows minimizing the impact of tllness
duration-related factors as well as the cannabis effect after psychosis
outcome. Furthermore, we acknowledge that our sample, due to its
pilot nature, ts underpowered for small-size effects; highlighting the
need for new studles to validate both the positive and negative
reported results. As regards the sample composition, we also recognize
the tmbalanced sex-ratio towards more males than females, which 1sa
common Issue when samples are recruited based on consecutive
hospitalizations. Recent research has demonstrated the sex-dependent
effects of cannabis and the ECBS (Spindle et al., 2021; Coleman et al,,
2022); nevertheless, due to the composition of our sample, we were
unable to conduct sex-specific analyses. Therefore, our analyses should
be compared with previous studies based on mixed samples with a
predominance of males (Loberg et al., 2012; Sudrez-Pinilla et al,, 2015).
Finally, the absence of a control group limits interpretations regarding
the Influence of cannabis use and genetic factors on the Initial stages
of psychotic disorders and also excludes analyses concerning health-
disease status and vulnerability.

In concluston, our study Indicates that both endocannabinotd
system genetic variants and cannabls use may contribute to a
differential outcome In patients with a first episode of psychosis.
Despite larger samples would be necessary to better understand the
origin of psychosts, current approaches are important to improve our
knowledge of causal Interactions between relevant factors, which could
lead to personalized prevention efforts and theraptes for cliniclans.
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ARTICULO II

Cannabis Use and Endocannabinoid Receptor Genes: A Pilot Study on Their
Interaction on Brain Activity in First-Episode Psychosis

Maitane Oscoz-lrurozqui, Maria Guardiola-Ripoll, Carmen Almoddvar-Paya, Amalia
Guerrero-Pedraza, Noemi Hostalet, Maria Isabel Carrion, Salvador Sarrd, JJ Gomar,
Edith Pomarol-Clotet, Mar Fatjé-Vilas

International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24, 1-14. DOI:
10.3390/ijms24087501. PMID: 37108689

Titulo: Consumo de cannabis y genes de receptores endocannabinoides: estudio

piloto de su interaccidn sobre la actividad cerebral en primeros episodios de psicosis.

Introduccion. Se ha demostrado que tanto el consumo de cannabis como la carga
genética individual son factores de riesgo para psicosis. Sin embargo, el efecto de la
interaccion entre el cannabis y la variabilidad de los genes de los receptores
cannabinoides subyacente a las bases neurobiolégicas de la psicosis ha sido

escasamente investigado.

Métodos. A través de un disefio de casos que incluye pacientes con un primer
episodio de psicosis (PEP) (n=40), clasificados como consumidores de cannabis (50%) y
no consumidores, nuestro objetivo fue evaluar la interaccion entre el consumo de
cannabis y las variantes genéticas comunes de los genes de los receptores
endocannabinoides sobre la actividad cerebral. Se analizd6 el genotipo de dos
polimorfismos de nucledtido Unico: uno en el gen del receptor cannabinoide tipo 1
(CNR1 rs1049353) y otro en el gen del receptor cannabinoide tipo 2 (CNR2 rs2501431).
Los datos de imdgenes por resonancia magnética funcional (RMf) se obtuvieron
mientras se realizaba una tarea n-back de memoria de trabajo (MT). Las evaluaciones
de las imagenes se realizaron con el médulo FEAT del software FSL. Se llevaron a cabo
los siguientes analisis de neuroimagen: comparacién de la actividad cerebral total entre
consumidores de cannabis y no consumidores (prueba t) y estudio de la interaccién
grupo de consumo de cannabis-gen sobre la actividad cerebral total (regresion lineal).
También comparamos el rendimiento de la tarea n-back entre consumidores de

cannabis y no consumidores (prueba t).

72



Material, métodos y resultados

Resultados. Los modelos de interaccién entre genes y cannabis evidenciaron un
efecto combinado de los genotipos de los genes CNR1 y CNR2 y el consumo de cannabis
sobre la actividad cerebral en diferentes areas cerebrales, como el nucleo caudado, la

corteza cingulada y la corteza orbitofrontal.

Conclusiones. Nuestros hallazgos sugieren que la variabilidad genética de los
receptores endocannabinoides modula el efecto del consumo de cannabis sobre la
actividad cerebral en pacientes con un PEP, posiblemente a través del papel en areas

cerebrales relevantes para el circuito de recompensa.
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Abstract: The role of both cannabis use and genetic background has been shown in the risk for psy-
chosis. However, the effect of the interplay between cannabis and variability at the endocannabinoid
receptor genes on the neurobiological underpinnings of psychosis remains inconclusive. Through a
case-only design, including patients with a first-episode of psychosis (n = 40) classified as cannabis
users (50%) and non-users (50%), we aimed to evaluate the interaction between cannabis use and
common genetic variants at the endocannabinoid receptor genes on brain activity. Genetic variabil-
ity was assessed by genotyping two Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) at the cannabinoid
receptor type 1 gene (CNRI; rs1049353) and cannabinoid receptor type 2 gene (CNR2; rs2501431).
Functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI) data were obtained while performing the n-back task.
Gene x cannabis interaction models evidenced a combined effect of CNR1 and CNR2 genotypes and
cannabis use on brain activity in different brain areas, such as the caudate nucleus, the cingulate cortex
and the orbitofrontal cortex. These findings suggest a joint role of cannabis use and cannabinoid
receptor genetic background on brain function in firstepisode psychosis, possibly through the impact
on brain areas relevant to the reward circuit.

Keywords: first-episode of psychosis; cannabis use; cannabinoid receptor genes; fMRI working memory

1. Introduction

A complex interplay between genetic and environmental factors is involved in the
aetiology of psychosis. Both quantitative and molecular studies have well-established
the heritability of psychotic disorders [1-3]; however, genome-wide association data have
shown that the common genetic variability explains only a part of the variance in the
vulnerability [4,5]. This reflects that environmental exposures may account for a proportion
of the liability. Indeed, epidemiological studies have identified many environmental risk
factors associated with psychosis, such as obstetric and perinatal complications, early
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infections, substance abuse, urbanicity and migration or psychosocial stress [6-8]. Among
them, cannabis use has captured much attention since several population-based studies
consistently reported that cannabis consumptionis associated with an increased risk for
psychotic experiences [9] and psychotic disorders [10,11]. Additionally, studies based on
clinical samples have described a higher prevalence of cannabis use in subjects with a
first-episode of psychosis as compared to the general population [12-14] and that the age
at which cannabis use begins appears to correlate with the age at onset of psychosis [15,16].
Despite this knowledge, the nature of the relationship between genetic liability, cannabis
use and psychosis development is not fully understood.

The association between cannabis use and psychosis is mediated by the effect of
exogenous cannabinoids on the endocannabinoid system (ECBS), which is intimately
related to the dopamine system [16]. Concretely, the A9-tetrahydrocannabinol (THC),
the main psychoactive component of cannabis, is a partial agonist of the cannabinoid G
protein-coupled receptors (cannabinoid receptor type 1 (CB1R) and type 2 (CB2R)) and
binds to them with strong affinity.

CBIR is the most abundant receptor in the mammalian brain; and it is expressed in the
presynaptic terminals in the basal ganglia, the cerebellum, the hippocampus, the cingulate,
the amygdala, and the prefrontal cortex [17]. It is localised on the gamma-aminobutyric
acid (GABA-ergic) and glutamatergic neurons, acting as a retrograde feedback system to
modulate dopamine transmissions through inputs to dopaminergic neurons in the ventral
midbrain that express these receptors [18,19].

CB2R was first detected in the periphery but later in the brain [20], particularly in
the amygdala, hippocampus, cerebellum, nucleus accumbens, caudate/putamen and
cortex [21]. Also, recent advances indicate that CB2R is expressed in both the brain’s
neurons and glial cells [22]. Given that CB2R appears to be mainly postsynaptic, it is
thought that the activation of CB2R may play the opposite effect of CBIR [23].

The role of CB1R and CB2R signalling pathways in the modulation of various dopamine-
associated behaviours [18,19,24] and their inducibility by external factors have emphasised
their critical role in multiple cellular and behavioural functions, involving both cognitive
and psychiatric conditions, such as substance abuse [23].

The cortico-basal ganglia-thalamic areas that densely express cannabinoid receptors are
part of a broader network subserving working memory functions [25]. Alterations in this
cognitive dimension are consistently reported in patients with psychotic disorders [26,27]. In
this line, a recent meta-analysis found that working memory is one of the most prominently
affected cognitive domains by acute administration of partial CB1R agonists [28]. Neverthe-
less, current data offer mixed results with regard to the direction of the effect of cannabis
on working memory performance. Some studies describe a worse cognitive performance
associated with cannabis use both in healthy subjects [29,30] and individuals with a psy-
chotic disorder [31,32]; others show better performance in patients using cannabis [33,34],
and there are also studies showing no effect [35,36].

From functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI), most studies based on healthy
cannabis users (CU) report changes in the activation patterns associated with the per-
formance of working memory and attention tasks [36-39]. However, the conclusions of
available studies are markedly inconsistent and hardly comparable because of various
confounders. Regarding the fMRI studies exploring the effect of cannabis use on cog-
nitive functioning in subjects with psychosis, the evidence is scarce and based only on
three previous studies with limited sample sizes of patients with chronic schizophrenia.
These previous fMRI studies report more preserved cognitive functioning in CU than
cannabis non-users (CNU) [40-42]. This same pattern was observed in studies evaluating
neuroanatomical or neurocognitive differences between patients with psychotic disorders
exposed to cannabis and patients not exposed to it [33,34,43]. However, to our knowledge,
no fMRI study has ever been focused on exploring the cannabis use effect in patients with
a first-episode of psychosis.
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The fact that only a small proportion of CU develop psychosis, and the observed het-
erogeneity of cannabis effects, suggest that genetic variability on ECBS-related genes could
be involved in the differential sensitivity to cannabis use effects between individuals [44,45].

In this sense, some studies have associated the gene encoding for the CBIR (CNR1
gene) with the risk for schizophrenia [46,47], with the performance in various cognitive
dimensions, such as executive function, attention or memory [48,49], and with changes
in brain volumes [48,50]. However, other inconclusive results [51] stress the need for
further research on the role of endocannabinoid genetics in schizophrenia and its associated
phenotypes. Regarding brain imaging phenotypes, some studies report that cannabis use,
in the context of specific CNR1 genotypes, may contribute to brain volume differences,
both in patients with schizophrenia and healthy volunteers [48,50,52,53]. Concerning
fMRI approaches, the existing studies are only based on healthy individuals and report
the interplay between CNRI and cannabis use on prefrontal activity, connectivity, and
behavioural performance during the n-back task [54,55]. In addition, a polygenic approach,
based on the co-expression network of CNRI, highlighted the interaction between cannabis
use and the CNRI-network polygenetic score on the dorsolateral prefrontal activity during
working memory processing in healthy subjects [56]. Such results suggest that cannabis use
affects the physiological relationship between genetically induced expression of CNRI and
prefrontal working memory processing. However, as far as we know, no previous fMRI
studies have analysed the interplay of the endocannabinoid genetic variants and cannabis
use in patients with psychosis. Similarly, research is scarce on the role of polymorphic
variability at the gene encoding for the CB2R (CNR2 gene) in the risk for psychosis [57]
and, to our knowledge, no studies have assessed the relation between CNR2 and cannabis
use through fMRI, neither in healthy subjects nor in patients with schizophrenia.

Aims of the Study

This background highlighs the need for further research on the effect of cannabis use
on the emergence of the first-episode of psychosis. In particular, as genetic factors have been
shown to influence cannabis association with psychosis outcomes, we aimed to analyse the
role of common genetic variability at cannabinoid receptor genes in mediating the effect
of cannabis use on brain activity. Therefore, we have conducted a Gene x Environment
study to assess the role of two common genetic variants at CNR1 (rs1049353) and CNR2
(rs2501431) genes and cannabis use on working memory brain function in a case-only
sample of patients with a first-episode of psychosis. All participants underwent an fMRI
protocol, including a working memory task (n-back), which allowed the brain activity
comparison between CU and CNU conditional to the CNR1 and CNR2 genotypes.

2. Results
2.1. Sample Description

Out of 40 participants in the study, 20 (50%) were classified as CU and the rest as
CNU. There were no significant differences in the demographic, clinical, and mean dose of
antipsychotic treatment data between the two groups (Table 1).

The genotypic distribution of the rs1049353 and rs2501431 polymorphisms is shown
in Table 2. Minor allele frequencies were T = 0.2 and G = 0.38, respectively.

2.2. Neuroimaging Association Analyses
There were no differences on any fMRI contrast between CU and CNU.

2.2.1. Cannabis Use x CNRI Variability Interaction Effect on Brain Activity

The gene x environment interaction analyses in the 2-back vs. 1-back contrast revealed
a significant effect of CNR1 x cannabis encompassing one cluster located within the right
medial and superior temporal pole and bilaterally within the orbitofrontal cortex, anterior
cingulate cortex and caudate (2620 voxels, peak activation at MNI (Montreal Neurological
Institute coordinates) [48, 18, —28],z =4.4,and p= 298 x 10°7) (Figure 1A).
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Table 1. Sociodemographic and neuropsy chological data of the first-episode of psychosis participants
included in the study. They were divided into cannabis non-users (CNU) and cannabis users (CU)
groups. N = sample size. Premorbid IQ = Premorbid Intelligence Quotient. TAP = Word Accentuation
Test. PANSS = Positive and Negative Symptoms Scale. GAF = Global Assessment of Functioning,
CPZ = Chlorpromazine. The mean value (standard deviation) is given for the quantitative variables.
For statistical comparisons, the t-student test was used for the quantitative variables and the chi-
squared test for the sex variable.

Cannabis Non-Users  Cannabis Users CNU vs. CU Comparison

(CNU) (cu) p-Value

N 20 20 .
Age (years) 26.19 (7.72) 2594 (5.31) 0.87
Sex (male/female) 15/5 16/4 071
Premorbid IQ (TAP #) 97.24 (11.29) 9878 (7.95) 0.64
PANSS scale

PANSS positive 15.90 (5.86) 18.45 (4.80) 0.14

PANSS negative 16.20 (5.46) 16.95 (8.34) 0.78

PANSS general 30.25 (7.60) 33.85 (8.92) 0.18
GAF? 5211 (11.11) 48.74 (10.94) 036

< 3 o

ERE iniriiaiie 29265 (145.16) 301.20 (181.88) 0.64
(mg/day)

* Data of TAP were available for 35 patients. ® Data of GAF were available for 37 patients. < All patients
except 2 were on antipsy chotic treatment w hen the functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI) protocol was
performed.

Table 2. The genotypic distribution of cannabinoid receptor type 1 and 2 genes (CNRI and CNR2)
between cannabis non-users (CNU) and cannabis users (CU). The genotypes are presented as a
two-level variable according to the dominant model used for the analyses. No genotype distribution
differences were observed between CNU and CU groups.

Gene Caiivioes Cannabis Non-Users Cannabis Users CNU vs. CU Comparison
(Polymorphism) notype (CNU) (V) X2 Test, p-Value
CNRI (rs1049353) CC 14 (70%) 12 (60%)

Tear 6 (30%) 8 (40%) e
CNR2 (rs2501431) AA 6 (30%) 9 (45%)

Gaar 14 (70%) 11 (55%) e

To better understand the directionality of the results, we extracted the corresponding
mean activity scores within the cluster. It must be acknowledged that the obtained scores
represent the mean activity change occurred between the two n-back task levels (the
1-back and the 2-back). As seen in Figure 1B, CU with the CC genotype and CNU carrying
the T allele showed a functional modulation in response to the higher cognitive demand
associated with the 2-back, while the others did not almost change their activity. This
represents an inverse genotype-related pattern between CU and CNU.

This cluster showed a complete overlap with the one identified in the 1-back vs.
baseline contrast (835 voxels, peak activation at MNI [8, 52, —12], z= 3.9, and p = 0.0093);
while in the 2-back vs. baseline, no interaction was found.

2.2.2. Cannabis Use x CNR2 Variability Interaction Effect on Brain Function

Cannabis use and the CNR2 polymorphism showed a significant interplay
involving one cluster in the 2-back vs. 1-back contrast (792 voxels, peak activation at
MNI [-38, —68, 48], z = 3.65, and p = 0.00955). The cluster was located at the left hemi-
sphere, at the middle temporal gyrus, middle occipital gyrus, supramarginal gyrus and
angular gyrus (Figure 2A). With regards to the mean activity scores in this cluster, there
was an opposite genotype-related pattern between CU and CNU (Figure 2B).
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Figure 1. (A) Brain regions included in the cluster showing significant cannabinoid receptor type 1
gene (CNRI1, rs1049353) x cannabis use interaction (CNU—cannabis non-users; CU—cannabis users)
in the 2-back vs. 1-back contrast. The right side of the image represents the right side of the brain.
Montreal Neurological Institute (MNI) coordinates are given for the shown slice. Units of the bar are
B values from the regression model standardised to Z scores. (B) Bar plot showing marginal means
of the mean activity change values (£2SE) for the significant cluster where CNRI x cannabis use

interaction is detected in the 2-back vs. 1-back contrast.

(A)
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Figure 2. (A) Brain regions included in the cluster showing significant cannabinoid receptor type 2
gene (CNR2, rs2501431) x cannabis use interaction (CNU-cannabis non-users; CU-cannabis users)
in the 2-back vs. 1-back contrast. The right side of the image represents the right side of the brain.
Montreal Neurological Institute (MNI) coordinates are given for the shown slice. Units of the bar are
B values from the regression model standardised to Z scores. (B) Bar plot showing marginal means
of the mean activity change values (= 2SE) for the significant cluster where CNR2 x cannabis use
interaction is detected in the 2-back vs. 1-back contrast
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No interaction effects were found in the other two contrasts (2-back or 1-back
vs. baseline).

2.3. N-Back Behavioural Performance Analyses

Linear regression revealed no effect of cannabis use on n-back performance in any
difficulty level of the task (d'1, d"2 and d'2-d'1). Furthermore, no significant interaction was
found between CNR1 and cannabis use on them. With regards to the interplay between
cannabis use and CNR2, we found an interaction effect for CNR2 and cannabis use on d’1
(8= —1.58, p=0.035) and d"2-d"1 (8 = 1.82, p = 0.012) levels (Figure 3); but not ond'2.

LR f—

Group

Ocw
Wcu

d2.41

T

A774025)

AA Gear
CNR2

Figure 3. Bar plot showing the significant interaction between CNR2 CNR2 (rs2501431) x cannabis
use (CNU—cannabis non-users; CU—cannabis users) in the n-back task performance. Each bar
represents the marginal mean of the d'2-d"1 score (£2SE) (which measures the behavioural response
to the increased difficulty of the task), separately by genotypes and cannabis use groups.

3. Discussion

As far as we know, this is the first study to examine the interplay of cannabis use and
the endocannabinoid receptor genes on functional neuroimaging-derived phenotypes in
patients with a first-episode of psychosis. We did not detect an effect of cannabis use on
brain activity when performing the n-back task. Instead, our data indicate that genetic
modulation has an impact on the effect of cannabis use on brain response.

Regarding the analysis of the main effect of cannabis use on the n-back task-related
brain activity, we did not observe differences between CU and CNU. These findings
diverge from previous fMRI studies on schizophrenia, which showed higher activity rates
in CU as compared to CNU in multiple brain areas associated with different cognitive
dimensions (executive functions, verbal processing and attention, emotional processing
and visuospatial abilities) [40-42]. However, our results should be interpreted in light of
several aspects.

First, these previous findings were based on different tasks (e.g., emotional memory
task, mental rotation task, cognitive task-present and task-absent conditions). Second,
the design based on first-episode psychosis cases limits the main cannabis use effect on
brain function before the onset of the psychosis, while schizophrenia-based samples (such
as in previous fMRI studies) do not exclude the impact of cannabis use after the illness
onset. Third, these previous studies include patients with an illness duration longer than
ten years, which hampers the direct comparison of the result because duration-related
illness factors can also affect brain activity. Fourth, general population-based fMRI studies
performed with CU in the non-intoxicated state predominantly show the opposite effects
to those observed in chronic patients with schizophrenia. Thus, CU show attenuated brain
activity or activation of compensatory regions compared to CNU (for review, see [57]). In
contrast, the scarce fMRI literature about patients diagnosed with schizophrenia suggests
that CUtend to show better preserved functioning in areas associated with the task than
non-users [40-42].
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Concerning our cannabis x gene approach, our data seem to support the idea that
the individual genetic background of the ECBS may influence the effect of cannabis on the
brain’s functional response to specific cognitive demands, which could be linked to the
participation of this system in the vulnerability for psychosis [44,45]. Notably, we found
evidence of a genotype x cannabis use interaction for both endocannabinoid receptor
genes (CNR1 and CNR2) in the 2-back vs. 1-back contrast, suggesting a modulation effect
of genetics on neuronal dynamics related to working memory after cannabis exposure.

For CNR1, we observed an interplay between rs1049353 and cannabis use in areas that
are known to have reward-related functions [58,59]. In line with our results, the ECBS has
been implicated in reward-processing and reward-seeking behaviour (reviewed in [60]),
which is also supported by the fact that CBIR is densely expressed in areas associated
with reward processing (e.g., hippocampus, amygdala, prefrontal cortex, anterior cingulate,
striatum or VTA). In this sense, substance abuse is associated with increased activity of
dopaminergic neurons, which, in turn, release endocannabinoids through the activation of
CB1Rs in GABA or glutamate-containing neurons [18]. Then, alterations in the ECBS by
external ligands could lead to dysregulation in their associated neurotransmitter systems
and functions.

Regarding the CNR2 gene, our findings also suggest that the polymorphism rs25014131
and cannabis use are associated with brain activity changes in patients with a first-episode
psychosis. While brain CB2R has lower expression levels than CB1R [20], its expression
appears to be altered under certain pathological conditions (e.g., addiction, inflammation,
and anxiety), suggesting that these receptors are highly inducible (reviewed in [22]). In
this regard, Ishiguro et al. [61] described an increased risk of schizophrenia among people
with low CB2R function, measured through its expression. These authors also identified
functional changes in CB2R attending to nucleotide variants. Thus, according to these
data [61], it could be hypothesised that, in patients with psychotic disorders, CNR2 genetic
variability influences CB2R activity and, finally, brain activity due to the regulation role of
ECBS on other neural systems. Interestingly, we found opposite brain activation patterns for
CNRIT and CNR2 according to cannabis use. While further data are needed, this result could
be interpreted in line with the described possible opposite roles of CB1R and CB2R [23] in
the reinforcement processes of substance abuse and dopamine-related behaviours.

Finally, when looking at the task execution, aligned with Leberg et al [34] or
Potvin et al. [40], we did not find differences in behavioural performance between CU and
CNU. However, regarding the interaction effect between genetic variability and cannabis
use on task performance, we report a significant impact of CNR2, but not of CNR1. Task
performance in CU was similar for both genotypic CNR2 variants, while among the CNU,
the genotype seems to play a differential modulating role. Interestingly, when analysing
together the functional and behavioural data, we observe that the genotypic groups showing
a larger modulatory effect in response to the increasing task difficulty also show a wider task
performance drop between the 2-back vs. the 1-back task (Gcar -for CNU- and AA -for CU).

Our study should be interpreted in the context of some limitations. First, we iden-
tified cannabis use from self-reports and medical records, and we used cannabis use as
a dichotomised no/yes category. While this classification has also been implemented in
previous studies [34,42,50], more extensive cannabis intake data (% of THC, age at onset,
frequency, consumption via, etc.) will be valuable in future studies. Second, the sample
size of our study limits our conclusions, and that is why it should be considered as a pilot
approach that warrants further research. However, our sample based on the first-episode
of psychosis contrasts with the previous fMRI and cannabis use studies to date [40-42],
based on patients with chronic schizophrenia. To avoid potential confounding effects
of differences associated with cannabis use before and after the onset of the psychotic
symptoms, studies focused on the first-episode are especially useful. In addition, while we
are aware of the imbalanced sample size regarding gender (77.5% males) as recent studies
have proven sex-dependent effects of cannabis [62] and the ECBS [63], from our sample
size, we could not develop sex-specific analyses. In this sense, our analyses of the whole
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sample must be compared with previous studies using mixed samples and also showing
a predominance of males [42,50]. Third, the unavailability of a control group restricts
interpretations of the role of cannabis use and genetic make-up to early phases of psychotic
disorders and precludes analyses in terms of health-disease status and vulnerability. Fi-
nally, to improve our understanding of causal interactions between relevant factors for
psychosis, longitudinal designs would be more appropriate. For instance, future studies
would benefit from follow-up studies of high-risk individuals and the analysis of cannabis
use jointly with the genetic profiling of different endocannabinoid system components [45].
Additionally, based on recent data showing different epigenetic factors contributing to the
regulation of cannabinoid receptors [64,65] and epigenetic changes linked to the conversion
to psychosis [66], the combined analysis of genetic and epigenetic variants appears as a
promising avenue for novel therapeutic targets and innovative treatment strategies.

4. Materials and Methods
4.1. Participants and Study Design

The sample comprised 40 patients with a first-episode of non-affective psychosis
recruited from a psychiatric hospital in the area of Barcelona. They were all experiencing
their first onset of psychosis, and the duration of psychotic symptoms was <18 months. All
of them were adults (age > 18 years), of European origin and right-handed.

Exclusion criteria were: (i) age above 65 years, (ii) premorbid Intelligence Quotient
(IQ) <75, (iii) history of brain trauma with loss of consciousness or neurological condition,
(iv) presence of a DSM-IV affective psychotic diagnosis (mania, hypomania, and major
depression with psychotic symptoms).

The patients underwent a diagnostic evaluation at admission using the Spanish version
of the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID). The distribution of the diagnoses
was as follows: schizophrenia (n = 22), schizoaffective disorder (n = 3), delusional disorder
(n=1) and unspecified psychosis (n= 14). Symptoms were scored using the patients’ clinical
evaluation, which included the Positive and Negative Symptoms Scale (PANSS) [67]. Based
on the PANSS, Positive, Negative and Disorganised Syndrome scores were calculated [68].
Premorbid IQ was estimated using the Word Accentuation Test (Test de Acentuacion de
Palabras, TAP [69]). Diagnostic evaluation and clinical and neuropsychological assessments
were carried out by an experienced psychiatrist and psychologist, respectively.

4.2. Cannabis Use

All participants were asked about their use of illicit drugs, and a review of their
medical history (both electronic and paper records) was carried out to check the information.
Patients with alcohol/substance (except cannabis) abuse or dependence within six months
before participation were excluded.

Cannabis use was assessed over each participant’s lifetime. Cannabis non-users (CNU)
were those that never used cannabis or used it only once. Cannabis users (CU) were those
with regular cannabis use, and the majority of these patients (85%) met the criteria for the
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV-TR) of cannabis abuse or
dependence. When they underwent fMRI and carried out the other assessments, they had
been abstinent for at least one week because of hospital admission.

4.3. fMRI Data Acquisition and fMRI Task Description
4.3.1. Acquisition Parameters

For each individual, 266 volumes were acquired during a scanning session from a 1.5-T
GE Sigma scanner (General Electric Medical Systems, Milwaukee, WI, USA). A gradient
echo-planar imaging (EPI) sequence, depicting the blood oxygenation level-dependent
(BOLD) contrast was used. Each volume contained 16 axial planes acquired with the fol-
lowing parameters: repetition time (TR) = 2000 ms, echo time (TE) = 20 ms, flip angle = 70°,
section thickness = 7 mm, section skip = 0.7 mm, and in-plane resolution = 3 x 3 mm. To
avert T1 saturation effects, the 10 initial volumes were removed.
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4.3.2. N-Back Task

All subjects completed a sequential letter version of the n-back task [70] during the
fMRI protocol. The task execution engages many storages and executive processes related
to working memory and attention. The task has two levels of memory load (1-back and
2-back) presented in a blocked design manner. Each block consists of 24 letters that are
shownevery 2s (1 s onand 1 s off), and all blocks contain five repetitions located randomly
within the blocks. Individuals had to indicate repetitions by pressing a button. Four 1-back
and four 2-back blocks were presented in an interleaved way, and between them, a baseline
stimulus (an asterisk flashing with the same frequency as the letters) was presented for 16 s.
Characters were shown in green for 1-back blocks and in red for 2-back blocks to identify
which level had to be performed. All participants went through a training session outside
the scanner the same day and before the scanning session.

4.3.3. N-Back Performance

The behavioural measure used was the signal detection theory index sensitivity, d’
score [71]. Higher values of d’ indicate a better ability to discriminate between targets
and distractors, while negative values indicate that subjects were not performing the task.
Therefore, those individuals with negative d’ values (d'1 for 1-back level and d'2 for 2-back
level) in any of the two difficulty levels of the task were not included in any further analyses.

Following the same procedure as Egli et al. [72], we used the difference in perfor-
mances, named d'2-d’1 score, as a measure to evaluate the behavioural response to the
increased difficulty of the task. Smaller values of the d’2-d"1 score indicate a lesser ability
to respond to increasing cognitive demand.

4.4. Genotyping

Genomic DNA was extracted for all individuals either from buccal mucosa using
cotton swabs and ATP Genomic DNA Mini Kit Tissue (Teknokroma Analitica, S.A., Sant
Cugat del Valles, Barcelona, Spain) or from peripheral blood cells using Realpure SSS Kit
for DNA Extraction (Durviz, S.L.U, Valencia, Spain). Two single nucleotide polymorphisms
(SNP) were genotyped: rs1049353 at CNR1 (Chr: 6q14-q15) and rs2501431 at CNR2 (Chr:
1p34-p35) genes. These SNPs were selected based on the following: (i) previous studies
on their association with schizophrenia or cannabis use [50,73-76], and (ii) MAF in the
European population > 10%. Genotyping was conducted using a fluorescence-based
allelic discrimination procedure (Applied Biosystems TagMan 5"-exonuclease assays) using
standard conditions. The genotyping call rate was 93.02% for both SNPs. The method’s
accuracy was tested by re-genotyping 10% of the samples and confirming all the repeated
genotypes. Genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium.

4.5. Statistical Analyses
4.5.1. Clinical and Demographics Data Analyses

Clinical and demographic data of CUand CNU were evaluated through t-student and
chi-square tests using SPSS 23.0 software (IBM SPSS Statistics for Windowss, version 23.0,
released 2015, IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

4.5.2. Neuroimaging Association Analyses

The fMRI image analyses were performed with the FEAT module included in the FSL
software (Smith et al., 2004 [77]). For each individual, images were corrected for movement
and co-registered to a common stereotaxic space (Montreal Neurological Institute (MNI)
template). To minimise unwanted movement-related effects, individuals with an estimated
maximum absolute movement > 3.0 mm or an average absolute movement > 0.3 mm were
excluded from the study. Normalised volumes were spatially smoothed using the Gaussian
filter with a full-width at a half-maximum of 5 mm, and general linear models (GLMs)
were fitted to generate individual activation maps for three different contrasts: 1-back vs.
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baseline, 2-back vs. baseline and 2-back vs. 1-back. Additionally, to control the movement
parameters, the movement variables were added to the model as nuisance variables.

Statistical tests were performed at the cluster level with a corrected p-value of 0.05 and
a z-threshold of 2.3 (using the Standard Field Theory correction implemented in FSL).

Second-level analyses were whole-brain corrected and were performed in all the levels
of the task (1-back vs. baseline, 2-back vs. baseline and 2-back vs. 1-back). However, for
the interaction analyses (cannabis x CNR1/CNR2), we focused on the 2-back vs. 1-back
contrast to specifically assess working memory functional response [72], while the other
comparisons helped us to interpret the significance of the association.

First, we tested the effect of cannabis (CNU vs. CU) using a regression model that
compared brain activity between both groups. Then, the interaction effect of cannabis
(CNU and CU) per genotype (CNR1 or CNR2) was investigated using a regression model
that assessed whether the slope between groups and genotypes differed. All the regres-
sions were adjusted for age, sex, premorbid-IQ and antipsychotic doses estimated with
chlorpromazine equivalents (in mg/day).

Since homozygous for the minor alleles were present at low frequency (n < 5), all
analyses were conducted under the dominant model with the SNPs dichotomised (CNRI:
CCvs. T carriers; CNR2: AA vs. G carriers).

To interpret the direction of the interaction results, we estimated individual mean ac-
tivity scores from the areas where a significant interaction was detected using the FSLSTATS
tool in FSL, and afterwards, these values were plotted using SPSS.

4.5.3. Behavioural Performance Association Analyses

The effect of cannabis (CNU vs. CU), as well as the group x genotype interaction on
the n-back behavioural scores, were tested for the two task levels (d’1 and d'2) as well as
for their difference (d'2-d'1). These analyses were performed through linear regressions
adjusted for age, sex and antipsychotic doses as implemented in SPSS.

5. Conclusions

Although data from this pilot study should be replicated in larger samples, our
findings suggest the role of the genetic make-up as a modulator of the functional integrity
of the brain in response to a working memory task in the presence of cannabis use and
a first episode of psychosis. Therefore, our study points towards the interest of a better
characterisation of the genetic and environmental interplay in the understanding of the
heterogeneous outcomes of psychotic disorders in order to develop personalised prevention
and therapeutic strategies.
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5. DISCUSION

5.1. Contexto y resumen de los principales resultados de la
tesis

La heterogeneidad epidemioldgica y clinica de los primeros episodios psicdticos
(PEPs), supone un reto en la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo
de tratamientos personalizados para la psicosis. En este sentido, el sistema
endocannabinoide (SEC) constituye una alternativa a la modulacién dopaminérgica de
los tratamientos convencionales, con perspectivas de aplicacién a la luz de los ultimos

hallazgos.

En vista del conocimiento actual, la presente tesis se ha centrado en estudiar la
implicacion del SEC en la fisiopatologia de la psicosis, y en comprender si la variabilidad
del fenotipo clinico, cognitivo y la actividad cerebral asociados a los PEPs esta
modulada por el consumo de cannabis y los polimorfismos genéticos de los receptores
cannabinoides. Nuestros resultados resaltan el papel de las interacciones genéticas
con el consumo de cannabis, como diferenciadores del resultado de la patologia. Hasta
donde sabemos, el nuestro es el primer estudio que analiza de manera simultdnea la
modulacion del efecto del cannabis y de los genotipos de los receptores cannabinoides
sobre la activacion cerebral en pacientes con PEP, valorando especificamente el
posible efecto interaccién entre ambos elementos. A la vista de nuestros hallazgos,
podriamos considerar que el SEC, mediado por el genotipo de los receptores
cannabinoides, participa en la modulacién del efecto del consumo de cannabis sobre
los cambios clinicos, cognitivos y funcionales en el cerebro en las fases tempranas de
los trastornos psicéticos. Estas diferencias en funcién del consumo de cannabis, asi
como la modulacion genética del efecto de dicho consumo, deberian ser objeto de

nuevos estudios para desentrafiar su naturaleza.
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5.2. Analisis de los principales resultados de la tesis con

relacion a las evidencias actuales

A continuacion, se discuten los hallazgos de la tesis en el contexto de las
evidencias actuales. Este analisis de las similitudes y diferencias entre los hallazgos de
los estudios presentados y los estudios anteriores se estructura teniendo en cuenta los
principales ejes de tesis en el contexto de los trastornos piscéticos: i) el efecto del
consumo de cannabis sobre el perfil clinico-cognitivo y neurobiolégico, ii) el efecto de
la variabilidad genética en los receptores cannabinoides sobre el perfil clinico-cognitivo
y neurobioldgico, iii) el efecto de la interaccién genética- cannabis sobre el perfil

clinico-cognitivo y neurobioldgico.

5.2.1. Efecto del consumo de cannabis sobre el perfil sintomatico, cognitivo y de
actividad cerebral en la psicosis

Los datos generados en el contexto de esta tesis, asi como estudios previos,
sugieren que el consumo de cannabis puede influir significativamente en el perfil

sintomatico y cognitivo de los pacientes, asi como en la actividad cerebral.

Con relacion a los efectos del cannabis en sujetos con PEP sobre el fenotipo
clinico, nuestros datos apoyan la asociacién del consumo de cannabis con los sintomas
positivos, observado una tendencia hacia una mayor severidad de estos entre los
consumidores respecto de los no consumidores. Nuestros datos, aun teniendo que ser
interpretados con cautela por estar al limite de la significacion estadistica, se suman a
diferentes estudios que han descrito esta relacidon en poblaciones con variables grados
de vulnerabilidad al desarrollo de psicosis. Concretamente, han descrito que el consumo
agrava los sintomas positivos en pacientes con diagndstico de esquizofrenia, en
(88,281), asi como con PEP (239,243). De forma similar, esta asociacidon se ha observado
también en sujetos con alto riesgo para el desarrollo de psicosis (definidos como
aquellos que presentan sintomas psicoticos atenuados y/o sintomas psicéticos
intermitentes breves y/o un riesgo genético combinado con un declive reciente del
funcionamiento), siendo los consumidores de cannabis, también, los que presentaban

mayor gravedad de los sintomas positivos (328). En cambio, a pesar de que algunos
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estudios también describen un efecto sobre los sintomas negativos (236,243), en

nuestro estudio, no observamos dicha asociacion.

La interpretacion de estos resultados ha conllevado la pregunta de si la
asociacion entre el uso de cannabis y los sintomas psicoticos es causal. En los ultimos
afos, han surgido diversas hipdtesis que vinculan el consumo de cannabis con la psicosis
sin atribuir necesariamente una relacién causal directa, enfocdndose en factores como
la predisposicidn genética, la interaccidn con otros trastornos mentales subyacentes o
la influencia de factores socioambientales que podrian mediar en el desarrollo de los
sintomas psicéticos. Ademas, para explicar la comorbilidad del consumo de sustancias y
la esquizofrenia, se ha propuesto también que dicha asociacion resulte de un intento de

automedicacién (73,329-331).

A favor de la relacidn de causalidad, la evidencia experimental en sujetos sanos
(226,332) demostré que el THC produce una amplia gama de sintomas transitorios,
comportamientos y déficits cognitivos que se asemejan a algunos aspectos de las
psicosis endégenas. A este respecto, desde el punto de vista neurobiolégico, se ha
propuesto que el aumento inicial de la dopamina prefrontal asociado al consumo de
cannabis puede mejorar ciertos sintomas (278), pero que el consumo de cannabis a largo
plazo produce la reduccion persistente de la dopamina de la corteza prefrontal y tiene
un impacto sobre el rendimiento cognitivo y la persistencia de sintomas negativos
(81,218,333). En base a estos datos, algunos autores han sugerido un modelo de "alivio
de la disforia", mas que propiamente de automedicacion (334-336), segun el cual los
pacientes consumirian cannabis por el mismo motivo que la poblacién general, que es

fundamentalmente el hedonista, asi como aliviar estados emocionales negativos.

Los estudios longitudinales, que después de los experimentales son los que
tienen un disefio mas adecuado para evaluar la relacién temporal entre el factor de
riesgo y el efecto clinico, han demostrado de forma consistente que el consumo regular
de cannabis se asocia a un mayor riesgo de experimentar sintomas psicoticos y
desarrollar psicosis (337,338). Con respecto a esto, los estudios con muestras de PEPs

son especialmente relevantes, pues permiten establecer de forma mas precisa la
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secuencia temporal entre el consumo previo de cannabis y el debut posterior de los

sintomas psicoticos.

Sin embargo, las investigaciones acerca de la afectacidn cognitiva por el consumo
de cannabis en pacientes con PEP han arrojado resultados dispares. Por un lado, algunos

describen un mejor rendimiento en los pacientes no consumidores (283,339).

Por otro lado, otros estudios recientes en muestras de pacientes con PEP
refuerzan la ausencia de contrastes significativos entre los consumidores de cannabis y
los no consumidores (287,340). En la comprensidon del efecto del cannabis en la
presentacion clinico-cognitiva de los trastornos psicoticos, la relacion entre la edad de
inicio del consumo y de los sintomas es particularmente relevante. Los pacientes
consumidores suelen presentan un inicio mas temprano de la enfermedad en
comparacion con aquellos que no lo consumen (341). Ademads, el hecho de que un
consumo mas temprano se asocie con un debut mas precoz sefala procesos
patofisiolégicos de los trastornos psicéticos potencialmente comunes con los
mecanismos de accién del cannabis (294,341). Este hecho es particularmente
importante en el caso de las muestras de pacientes con PEP, por tratarse de pacientes
jovenes en que el potencial efecto del cannabis se da sobre un cerebro adn en
desarrollo, por tanto, mas sensible a su impacto. Sumado a esto, los pacientes con
psicosis que consumen cannabis suelen tener un coeficiente intelectual mas alto
(294,342) y un coeficiente intelectual y una funcion social premdrbidos superiores (343).
En la muestra de esta tesis, sin embargo, si bien los pacientes consumidores de cannabis,
en linea con lo previamente explicado, son mas jovenes y con un coeficiente de
inteligencia premérbido mas elevado en comparacién con los no consumidores, las
diferencias no llegan a ser significativas. En otro metaanalisis especifico de pacientes
con PEP se describe que el consumo de cannabis no se asocia generalmente con
diferencias en el funcionamiento neurocognitivo; no obstante, se plantean, siguiendo la
idea previa, la hipdtesis de que los pacientes con PEP consumidores de cannabis podrian
representar un subgrupo de individuos con mejor funcionamiento cognitivo (288). En
nuestra muestra los resultados serian convergentes con la ausencia de efecto entre los
grupos de consumo de cannabis, observada tanto en el desempefio de la realizacién de

la tarea de n-back, como en todos los test cognitivos realizados (salvo en la prueba de
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matrices del WAIS). Podriamos pensar que, quiza, debido a un mejor funcionamiento
basal de los pacientes consumidores, el efecto deletéreo del consumo queda oculto, no

encontrandose diferencias entre ambos grupos de consumo.

El hecho de que en nuestro trabajo si observemos que los consumidores de
cannabis presentan mejor rendimiento en una medida de IQ manipulativo como es el
test de matrices del WAIS (344), revela un efecto paraddjico sobre la cognicion para la
misma (no para el resto de tareas). En este sentido, nuestros datos se suman a otros que
describen que los pacientes con psicosis que consumen cannabis presentan un mejor
rendimiento cognitivo en comparacién con aquellos que no lo consumen (293,312,345
347). La hipotesis explicativa de esta paradoja propone que se trataria de pacientes con
déficits premérbidos mds leves en las caracteristicas fenotipicas clave de la
esquizofrenia (disfuncién cognitiva, sintomas negativos, etc.), de manera que los
pacientes con psicosis que consumen cannabis podrian experimentar un menor
deterioro y contar con una mayor reserva cognitiva en comparacion con los que no
consumen (290). Apoyando esta idea, el estudio de neuroimagen estructural en
pacientes con PEP de Cunha et al. (290) hallé que estos pacientes presentan menos
cambios cerebrales respecto de los sujetos sanos, como mejor conservacion de la
materia gris y de los volUmenes de los ventriculos laterales. Esta teoria estaria también
respaldada por otros estudios que informaron menos signos neuroldgicos en pacientes

con PEP que consumen cannabis (348,349).

Otra explicacidon del hallazgo de estas diferencias cognitivas entre grupos de
consumo para la prueba de matrices podria ser que se trate de una asociacién espuria,
0 que sea un dominio para el que, particularmente, si existan, por ser de mayor
sensibilidad a los efectos del cannabis. Bajo esta perspectiva, hay investigaciones que
sugieren que los pacientes con PEP con antecedentes de consumo de cannabis pueden
realmente mostrar un mejor funcionamiento cognitivo en comparacion con los no
consumidores, particularmente en memoria visual, memoria de trabajo (MT) y
funciones ejecutivas (293). Ademas, otros factores como la reserva cognitiva (350) o la
historia familiar (285) de psicosis podrian estar mediando esta relacion entre el consumo

de cannabis y la funcionalidad cognitiva.
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Por tanto, se requiere de nuevas investigaciones para establecer el impacto del
consumo de cannabis y como varia éste en funcién de las caracteristicas premérbidas
de cada persona. En este sentido, los estudios de resonancia magnética funcional (RMf)
pueden aportar avances en el conocimiento sobre las bases neurobioldgicas de los

efectos cognitivos del consumo de cannabis.

Hasta donde sabemos, sélo cuatro estudios de RMf han examinado los correlatos
neuronales del funcionamiento cognitivo durante la realizacion de una tarea en
pacientes con esquizofrenia consumidores de cannabis (309-311,313). Tres de los
cuatro estudios de este tipo informan de una actividad cerebral mejor conservada
(patrones de actividad cerebral mas similares a cerebros sanos) en los pacientes con
esquizofrenia consumidores de cannabis en relacién con los no consumidores. Vemos
estas diferencias en areas asociadas con el procesamiento emocional (309), las
habilidades visoespaciales (310), el procesamiento verbal y la atencién y el
funcionamiento ejecutivo (309,311). También se reporta en dos de estos estudios
(309,311) un desempefio de la tarea de RMf menos deteriorado en el grupo de

diagndstico dual que en los pacientes con esquizofrenia no consumidores de cannabis.

De entre estos estudios, el de Potvin et al. (310) sugiere que los consumidores
de cannabis pueden mantener un rendimiento similar en tareas cognitivas gracias al
reclutamiento adicional o diferente de recursos neuronales, incluso si su actividad
cerebral esta alterada. Este fendmeno podria explicar la ausencia de efectos negativos

del cannabis en el rendimiento cognitivo, como también indican nuestros datos.

El estudio de RMf con un disefio mas similar al nuestro seria el de Lgberg et al.
(311), que empled tareas relacionadas con el procesamiento verbal y el control
cognitivo, con las que la MT esta intimamente relacionada (351). En este estudio se
observd un mejor rendimiento en los sujetos consumidores y también diferencias entre
grupos en la actividad cerebral asociada a la realizacién de las tareas cognitivas. No
obstante, los hallazgos de nuestro estudio en pacientes con PEP no apoyarian estas
diferencias en relacion con el rendimiento cognitivo en la tarea n-back entre grupos de

consumo, ni tampoco en cuanto a sus correlatos de neuroimagen.
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Finalmente, en el ultimo de los cuatro estudios de RMf en pacientes psicéticos
consumidores de cannabis, al contrario que los previos, reportaron que los pacientes
consumidores crénicos de cannabis muestran una disminucidn en el rendimiento de la
realizacion de la tarea, relacionada con la recompensa, asi como menor activaciéon
cerebral (insula anterior y posterior y talamo derecho) en comparaciéon con los no

consumidores (313).

Nuestros datos ponen de manifiesto, junto a los previos, la importancia de
diferentes factores que, posiblemente, podrian explicar las discrepancias entre estudios
explicadas en los parrafos anteriores. En primer lugar, los estudios anteriores se realizan
con muestras de pacientes con esquizofrenia, con los cambios que el propio transcurso
de la enfermedad o el tratamiento puede asociar, en comparacién con la corta evolucion
de los pacientes con un PEP. Por ejemplo, los pacientes consumidores del estudio de
Fish et al. (313) tienen una duracién de enfermedad de 6.67 afios, siendo de hasta 10.6
afos en los estudios de Potvin et al. y Bourque et al. (309,310) e incluso 13.38 afios en
el de Loberg et al. (311). Respecto del tratamiento farmacolégico, en todos los estudios,
en convergencia con el nuestro, no se encuentran diferencias en la dosis equivalente de
antipsicéticos entre ambos grupos de consumo de pacientes. En cuanto al tamafio
muestral, el nuestro consta de 40 pacientes en el caso del estudio de RMf, mientras que
el resto de estudios presentan tamafios muestrales menores (26 pacientes en el trabajo
de Loberg et al. (311), 28 en el de Bourque et al. (309), 34 en el de Fish et al. (313) y 35
en el de Potvin et al. (310)). Sin embargo, estos tres ultimos estudios tienen la ventaja
frente al nuestro de tener también una grupo control de sujetos sanos, incluso Fish et
al. (313) los divide a su vez en consumidores y no consumidores de cannabis, aportando
una comparativa que en nuestro caso no puede llevarse a cabo. Finalmente, como
hemos explicado con mas detalle previamente, los paradigmas utilizados en cada uno
de los estudios difieren del nuestro y entre si. Por tanto, son varios los factores para
tener en cuenta a la hora de poder sacar conclusiones en la comparativa de estos
estudios. En definitiva, la evidencia previa de estudios de RMf en pacientes con
esquizofrenia es escasa y heterogénea en cuanto al disefio y muestras utilizados, lo que
dificulta la comparabilidad directa de nuestros hallazgos y, por tanto, alcanzar

conclusiones definitivas.
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5.2.2. Efecto de la variabilidad genética sobre los sintomas psicéticos, la funcién
cognitiva y la activacion cerebral

En la investigacidon etiolégica de la psicosis, la variabilidad genética de los
receptores cannabinoides emerge como un factor modulador de los sintomas
psicoticos, el rendimiento cognitivo y la actividad cerebral en trastornos psicoticos,

representando un aspecto central de esta tesis.

Con respecto a la sintomatologia, nuestros resultados sugieren un papel de
CNR1 en la severidad de los sintomas, especificamente de los de tipo desorganizado.
Estos hallazgos convergen con los de otros estudios en esquizofrenia (193,253), en los
que se describe también la asociacidn de variantes genéticas del CNR1 y los sintomas
desorganizados. Ademas, la literatura describe también un efecto del CNR1 rs1049353
sobre otros fenotipos como la respuesta al tratamiento antipsicético (201) o el
volumen cerebral (352). En cuanto al receptor CB2, por el contrario, no hemos descrito
la influencia de CNR2 en los sintomas. Estos resultados son dificiles de comprar con
datos previos, ya que, hasta donde conocemos, no existen estudios de asociacion
genética previos que hayan analizado el efecto de este receptor sobre los sintomas en
el perfil psicopatolégico de pacientes con psicosis. Por tanto, la diferencia de
resultados en funcion del tipo de receptor sugiere la necesidad de explorar la
especificidad de la asociacidon en base al papel fisioldgico de cada receptor. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes a dicha asociacidn son dificiles de establecer. Y
es que, entre la evaluacién de la variabilidad genética y la expresidon clinica de la
enfermedad existe un “largo camino neurobiolégico”, el cual, con los datos de nuestros
estudios, podemos dibujar sélo de manera indirecta. Es decir, sabemos que, ademas
de la variabilidad bioldgica relacionada con los cambios de secuencia del ADN, existen
multiples otras fuentes de variabilidad como la generada por los mecanismos
reguladores de la expresion génica, y que es el conjunto de esta variabilidad la que
modula la disponibilidad y funcionalidad final de los receptores. Por ejemplo, se ha
descrito que el polimorfismo estudiado de CNR1 se situa en el exén 4 y, aunque no
implica un cambio de aminoacido en la proteina CB1R (353), afecta la estabilidad del
ARNm, lo que podria modular los niveles de ARNm como la disponibilidad de final de

receptor CB1 (354). También se han observado cambios epigenéticos como la
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metilacion del ADN en el promotor del gen CNR1 en pacientes con esquizofrenia en
comparacion a personas sin este diagndstico, lo que vuelve a sugerir la importancia de

la regulacidn de la expresion de este gen en la psicosis (131,355).

En este punto es interesante mencionar que, como se ha presentado en la
introduccion, diferentes estudios han descrito diferencias de expresion de ARNm de los
receptores CB1 y CB2 en pacientes con psicosis (130-132) y que los cambios de
expresion se han relacionado con la gravedad de los sintomas (137). Por tanto, los
resultados presentados en esta tesis, junto a otros estudios, contribuyen, por un lado, a
trazar el camino desde la variabilidad genética hasta la variabilidad fisiolégica cerebral
y, por otro, sugieren la relevancia de conocer mejor el impacto funcional de variantes
genéticas del gen CNR1, para establecer la relacidn entre la variabilidad genética, la

disponibilidad de proteina (receptor) y los sintomas desorganizados.

Con relacion a la funcién cognitiva, si bien nuestros datos no indican
asociaciones genéticas (ni con los test cognitivos, ni con el rendimiento en la tarea n-
back), algunos estudios previos si que han reportado la influencia de la variabilidad
genética de CNR1 sobre varios dominios cognitivos, entre los que se encuentran
velocidad motora y fluidez verbal (320), razonamiento/resolucion de problemas
(319,320); velocidad de procesamiento/atencion (260,319,320), memoria verbal (260),
o sobre los volumenes cerebrales (252). Estos hallazgos convergen con cambios de
expresion de este receptor en pacientes con esquizofrenia en areas cerebrales
involucradas algunas de esas funciones cognitivas, como la atencién o las funciones
ejecutivas, como son la corteza prefrontal dorsolateral y la corteza cingulada anterior

(139,145,148).

En cuanto al CB2R, diversos hallazgos apoyan también la implicacion de este
receptor en el rendimiento cognitivo en sujetos con psicosis, tanto en estudios que
cuantifican el propio receptor (322,324), como su ARNm (130). Aunque nuestros
resultados no indican un efecto directo de CNR2 sobre las funciones cognitivas
evaluadas, si que hemos observado un efecto de interaccién entre la variabilidad
genética del CB2R y el consumo de cannabis, especificamente en las habilidades

manipulativas y de MT. De la misma manera, los resultados obtenidos en el contexto
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de esta tesis no incluyen asociaciones entre las variables genéticas de los
polimorfismos genéticos de los receptores cannabinoides estudiados y la actividad
cerebral evaluada mediante RMf durante la realizacién de una tarea de MT, pero si que
describen su interaccion con el consumo de cannabis. Dichas interacciones, que
comentaremos en el siguiente apartado, darian soporte a la implicacion de la

variabilidad genética de estos genes en la disfuncidn cognitiva de la psicosis.

5.2.3. Efecto de la interaccién del consumo de cannabis y la variabilidad genética
sobre los sintomas psicoticos, la cognicion y la actividad cerebral

Los datos de esta tesis describen la modulacién genética del efecto del cannabis
sobre las habilidades cognitivas y la activacién cerebral, pero no sobre la severidad de
los sintomas psicoticos. En concreto, hemos evidenciado la interaccion entre el consumo
de cannabis y ambos genotipos de CNR1 y CNR2 sobre la actividad cerebral. Ademas,
hemos descrito la interaccion del consumo de cannabis y el gen CNR2 sobre el

rendimiento cognitivo general de tipo manipulativo y la MT.

En primer lugar, identificamos que las variantes genéticas de CNR1 y CNR2
influyen en cdmo el consumo de cannabis afecta a la respuesta cerebral asociada al
incremento de dificultad en la realizacion de una tarea de MT durante un protocolo de
RMf. Es decir, en funcion de los genotipos de los que un sujeto es portador y de si ha
consumido cannabis o no, varia la activacion cerebral registrada cuando aumenta el
nivel de demanda para ejecutarla. Ademas, es interesante que las areas cerebrales
donde se observa dicha interaccién incluyen el ndcleo caudado, la corteza cinguladay la
corteza orbitofrontal, implicadas en aprendizaje y memoria, emociones, toma de

decisiones y sistema de recompensa cerebral (356—358).

Este resultado converge con algunos hallazgos previos en sujetos sanos.
Concretamente, encontramos en la literatura una interaccion entre el polimorfismo
rs1406977 de CNR1 y el consumo de cannabis sobre la conectividad funcional en la
corteza prefrontal ventrolateral izquierda (318) y la actividad (303) de la corteza
prefrontal durante el rendimiento en una tarea n-back de MT. En otro estudio, también

en sujetos sanos, la co-expresion de una red molecular que incluye CNR1 predice la
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activacion prefrontal relacionada con la MT en funcién del consumo de cannabis (326).
En otras palabras, el consumo de cannabis parece cambiar la relaciéon entre la co-
expresion de una red genética implicada en la sefalizacién endocannabinoide y la
eficiencia del procesamiento de la informacion en las redes neuronales que subyacen
a los procesos cognitivos implicados en la MT. Por tanto, al igual que en nuestros
resultados, en estos estudios mencionados basado en poblaciéon general sana, la
intermodulacién entre los genes de los receptores cannabinoides y el cannabis parece
tener un efecto biolégico sobre la actividad cerebral. Sin embargo, hasta donde
sabemos, no existen estudios de neuroimagen funcional con nuestro mismo disefio o
similar que investiguen el efecto interaccion en muestras de pacientes con psicosis, lo
que imposibilita una comparacion directa con este tipo de sujetos. Aun asi, existen
algunos estudios en resonancia magnética estructural que van en linea con nuestro
resultado de efecto interacciéon de CNR1 con el consumo de cannabis sobre la actividad
cerebral en pacientes con PEP. Por ejemplo, encontramos el estudio de Ho et al. (319)
en personas con esquizofrenia, que muestra la modulacién por parte del CNR1 del
efecto del cannabis sobre el volumen de la materia blanca, ademds de sobre el
deterioro neurocognitivo. Otro estudio en pacientes con esquizofrenia ha encontrado
que los polimorfismos del gen CNR1 interactian con el consumo de cannabis,
afectando funciones cognitivas y estructuras cerebrales sobre la memoria verbal y la
atencion tras 18 meses de tratamiento (260). En definitiva, los resultados previos y
nuestros hallazgos nos proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos
bioldgicos asociados a la funcidn cognitiva en psicosis, en este caso en concreto a la

MT.

En cuanto a CNR2, si bien son multiples los hallazgos de la literatura que
demuestran su papel en la cognicidon, como hemos visto previamente, los trabajos que
investigan su interaccidén con el consumo de cannabis en psicosis son practicamente
inexistentes. No obstante, nuestro resultado pone de relieve que en pacientes con PEP
el consumo de cannabis se asocia a diferentes cambios fenotipicos en funcion de la
variabilidad alélica en este gen. Es interesante, que en un estudio basado en un modelo
de ratones con un CB2R de baja funcionalidad (heterocigotos, knockout), éstos eran mas

sensibles a los efectos de factores estresantes emocionales e immunoldgicos,
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presentando un mayor riesgo para conductas depresivas (359). Aungue que este estudio
no evalud fenotipos relacionados con la psicosis, de los resultados es destacable la
repercusion funcional de la variante genética que finalmente acaba dando lugar, a través
de su interaccidn con otros factores, a cambios psicopatoldgicos. Este modelo refleja el
papel modulador de CB2R sobre los efectos de factores de estrés sobre la vulnerabilidad
para presentar diferentes fenotipos psiquiatricos. Estos hallazgos encajan con estudios
que proponen que la expresion del receptor CB2 incrementa como respuesta a
diferentes factores estresantes como el dolor crénico (360), la hipoxia isquémica (361),
la adiccion a drogas (362,363) o diversas patologias neurolégicas (364), proporcionando
efectos neuroprotectores (364,365). Por tanto, estos datos sefialan al CB2R como una
diana particularmente interesante para comprender la regulaciéon génica de la
sensibilidad a los factores ambientales y que puede ofrecer enfoques terapéuticos

prometedores para diversas afecciones psiquiatricas y neuroldgicas.

Nuestros resultados de interaccidon que implican a los genes CNR1 y CNR2 son
un ejemplo de cdmo el andlisis del impacto de factores aislados no revela un efecto
clinico directo de estos, mientras que el analisis de interacciones entre estos factores
si que identifica asociaciones significativas, lo que resalta la importancia de enfoques

multifactoriales en el estudio de fenotipos complejos como es la psicosis (366).

La interaccién encontrada para el gen CNR1 y CNR2 sugiere que ambos
receptores del SEC podrian influir en la fisiopatologia de la psicosis. En este contexto,
la RMf se presenta como una herramienta poderosa para demostrar efectos mas
cercanos al sustrato neurobioldgico, que a menudo permanecen ocultos cuando se
utilizan métodos mas tradicionales, como los test psicométricos (367,368), que
representan fenotipos mas distales. Este enfoque multimodal resulta particularmente
relevante en estudios en psicosis de neuroimagen sobre la interaccion entre genética
y factores ambientales (369), ya que integra diferentes niveles de analisis para

comprender mejor la complejidad del trastorno.

En cualquier caso, pese a haber detectado estos efectos interactivos para estos
dos SNPs, es importante estar al tanto de que ambos representan una parte muy

pequefia de toda la variabilidad genética que presenta un sujeto. En esta direccidn,
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desde el punto de vista de la interaccion, Wainberg et al. (370) evaluaron la relacién
entre las experiencias psicoticas autoinformadas, el consumo de cannabis y las
puntuaciones de PRS para esquizofrenia en participantes del biobanco del Reino Unido;
encontraron que el 7% de los consumidores de cannabis informaron sintomas psicéticos
en comparacion con solo el 4,1% de los que nunca habian consumido cannabis. También
descubrieron que los consumidores de cannabis con las puntuaciones mas altas en la
escala PRS para esquizofrenia tenian 1,58 veces mas probabilidades de tener
experiencias psicoticas autoinformadas en comparacién con 1,39 veces mas

probabilidades en los consumidores con las puntuaciones mas bajas.

Sin embargo, a pesar de identificar este mecanismo de interaccion gen-
ambiente, no podemos perder de vista que este mecanismo es muchas veces
indisociable del de correlacién gen-ambiente. Es decir, la variabilidad genética no sélo
modula la sensibilidad a los factores ambientales, sino que también modula la
probabilidad de exponernos a ellos. Estudios epidemioldgicos basados en familias y
moleculares (192,371-375) respaldan que la variabilidad genética asociada a psicosis se
relaciona también con el riesgo de consumo de cannabis. A pesar de no poder desligar
interaccion y correlacidn, en nuestros estudios hemos descartado efecto directo de los
genotipos sobre la probabilidad de consumir ya que no habia diferencias genotipicas

entre ambos grupos de consumo de cannabis.

Con todo ello, esta tesis aporta evidencia sobre la relevancia de las interacciones
entre la variabilidad genética de los receptores cannabinoides y el consumo de cannabis
sobre la funcidn cognitiva y sus correlatos neurobioldgicos en los pacientes con PEP, en
linea con estudios previos que han descrito cdmo otros genes implicados en vias
relevantes para el desarrollo de psicosis, como los sistemas de neurotransmisiéon
dopaminérgico y serotonérgico (incluidos COMT, AKT1, DBH y 5-HTT/SLC6A4) pueden
modular los efectos del cannabis sobre el rendimiento cognitivo (376) o sobre
caracteristicas de relevancia clinica como son la edad de debut o el tiempo de psicosis
no tratada (87,377). Por tanto, dado que los genes del SEC también forman parte de la
red genética y bioldgica que subyace a la psicosis, de manera convergente con los
estudios comentados, nuestros resultados se sumarian a las evidencias de la modulacion

genética sobre los fenotipos en psicosis.
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5.3. Puntos fuertes, limitaciones y direcciones futuras

Este estudio destaca, en primer lugar, por la relevancia de contar con una
muestra de pacientes con PEPs, que permite analizar en una fase precoz de la
enfermedad, antes de que factores como la cronicidad, el tratamiento prolongado o el
deterioro cognitivo significativo influyan en los resultados (94,129,287,378,379).
Aunque el disefio mas adecuado para establecer relaciones temporales seria un disefo
longitudinal prospectivo, esta muestra permite asumir una mayor fiabilidad a la hora de
establecer la secuencia temporal entre el consumo de cannabis y el debut psicdtico

posterior que otras muestras con pacientes con un mayor tiempo de evolucidn.

En segundo lugar, en esta tesis, el analisis del impacto de los factores implicados
en la psicosis se aborda no solo de forma independiente, sino también considerando
la interaccion entre ellos, lo que nos ofrece una perspectiva mas integral de la realidad
de este trastorno. Asimismo, resulta especialmente valioso emplear la técnica de RMf,
gue permite una aproximacion mas cercana a la neurobiologia de estos trastornos, en
este caso enfocandose en los fenotipos clinicos y cognitivos. En este sentido, cabe
destacar la originalidad de la tesis ya que, hasta donde sabemos, no existen otros
estudios que evallen la interaccién genética (CNR1-CNR2)-cannabis en fenotipos de

actividad cerebral.

Respecto de las limitaciones del estudio, el tamafio de la muestra representa la
principal limitacion, ya que afecta al poder estadistico de los analisis estadisticos.
Aunque estudios previos presentan muestras de tamafio similar, un aspecto esencial

es el desarrollo de nuevos estudios en muestras mas amplias.

Por otro lado, la evaluacién del consumo de cannabis se realizé en base a la
entrevista clinica con el participante y de manera dicotdmica, como en multiples
estudios previos ((288,309,313,380—-382)). Sin embargo, seria mas adecuado evaluar la
intensidad/grado de consumo de cannabis de manera mas concreta (72,76,383) e
implementar métodos objetivos de medicién del mismo, como los basados en
cuantificaciones en orina. Esto cobra mayor importancia en los ultimos afios, debido a
la mayor variabilidad en el contenido de THC y CBD en diferentes productos. Ademas,

el hecho de que en muchos otros estudios (no en nuestro caso) no se controle el uso
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comérbido de otras sustancias dificulta la interpretacion y comparacién de los
resultados. Finalmente, como previamente mencionado, el consumo durante
determinados periodos de mayor vulnerabilidad del desarrollo tiene repercusiones
mas acusadas, por lo que seria interesante haber contado en nuestro estudio con dicha

informacidn a la hora de analizar los resultados y sacar conclusiones mas rigurosas.

Otra limitacidn para tener en cuenta es que la evaluacion cognitiva utilizada
esta restringida a algunas dimensiones cognitivas. Aunque se consideraron aspectos
clave de la cognicién medidos a través del WAIS, WMS o BADS, un enfoque mas
exhaustivo habria permitido evaluar areas adicionales, como la velocidad de
procesamiento, la atencién, u otros componentes especificos de la memoria que se
han visto afectados también en sujetos con trastornos psicoticos. Esto habria
proporcionado una vision mas holistica del perfil cognitivo de los participantes,
identificando posibles interacciones entre diversas capacidades cognitivas y factores
clinicos. En relacidn con el protocolo de RMf, estuvo limitado a una Unica tarea de MT
(el n-back), lo que podria restringir la aplicabilidad de los hallazgos a otras funciones
cognitivas o tipos de tareas. Una aproximacion mas diversa, incorporando diferentes
tareas cognitivas, habria facilitado un analisis mas completo de la actividad cerebral,
ofreciendo una visién mas detallada de las redes neuronales implicadas y su
interaccion con las variables analizadas. Sin embargo, en relacién con la RMf, la
duracién es un elemento altamente sensible para conseguir la participaciéon y
finalizacion de la tarea, de manera que la inclusion de diferentes tareas en una misma

evaluacidn no siempre es de facil consideracion.

En cuanto la evaluacién genética, esta se restringié Unicamente a dos SNPs. Este
enfoque no refleja la complejidad genética completa asociada a los fendmenos
estudiados. Sin embargo, el tamano de la muestra y la hipdtesis dirigida de esta tesis,
avalan la estrategia de gen-SNP candidato utilizada. En futuros estudios el analisis a
mas SNPs, o incluso utilizar enfoques gendmicos mas integrales, proporcionara una
comprensién mas profunda y robusta de los factores genéticos subyacentes. Un
aspecto para tener en cuenta en relacidén con los analisis genéticos futuros es el origen
poblacién de los participantes. Los articulos de esta tesis incluyen solo muestras de

origen europeo, lo que limita la generalizacién de los resultados a otras poblaciones.
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Por tanto, nuevos estudios en diferentes poblaciones también pueden aportar

informacién importante para la caracterizacién de los efectos genéticos.

Los endocannabinoides se han explorado como posibles objetivos terapéuticos
y diagndsticos, destacando el CBD por su potencial antipsicotico y su capacidad para
mitigar los efectos negativos del THC (384-386). A este respecto, con vistas a
investigaciones futuras encuentro pertinente explorar el papel de los SNPs analizados
en este trabajo en cuanto a este potencial efecto terapéutico del CBD. Aunque los
estudios han mostrado resultados prometedores con el CBD y los antagonistas del
receptor CB1, los mecanismos exactos de sus efectos antipsicéticos aun no se
comprenden completamente (387), y se necesitan mas investigaciones para identificar

qué pacientes podrian beneficiarse de estas terapias.

Ademas, existen otros factores que han limitado las conclusiones de esta tesis.
Por ejemplo, la ausencia de un grupo control de voluntarios sanos limita las
comparaciones con la poblacion general. En esta linea, una posible direccion futura para
este trabajo seria profundizar en la exploracion del papel de los genes en la
manifestacion de psychotic-like experiences (experiencias de tipo psicético) y sintomas
psiquidtricos menores en sujetos sanos, asi como en la presentacion de sintomas
psicoticos en pacientes con alto riesgo de desarrollar enfermedad mental grave. Este
enfoque permitiria identificar posibles mecanismos genéticos subyacentes que podrian
influir tanto en la vulnerabilidad como en la manifestacion de estas experiencias,
proporcionando una comprensién mas integral de los factores que median entre la salud

mental y el riesgo psicopatoldgico.

Finalmente, si bien en nuestro estudio los grupos no difirieron en cuanto a la
dosis equivalente de antipsicoticos utilizados, la posible influencia del uso de
antipsicéticos en nuestros resultados es un factor para considerar. También, nuevas
aproximaciones deberan evaluar las posibles diferencias sexuales, basandose en las
diferencias en la presentacién clinica entre hombres y mujeres ademas de en las

diferencias neurobioldgicas.

En resumen, los nuevos estudios deberian considerar que la identificacion

temprana de riesgos genéticos y ambientales es clave para disefiar programas
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preventivos personalizados, especialmente en relacion con el consumo de cannabis,
asi como para mejorar la deteccion precoz y la personalizacion de tratamientos. Dado
que su legalizacién esta en aumento y con ello el consumo, los profesionales de salud
mental deben advertir sobre los riesgos asociados, especialmente para aquellos con

predisposicion genética.
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6. CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados de los estudios recogidos en esta tesis permiten

establecer las conclusiones que se enumeran a continuacion.

En una muestra de personas con un primer episodio psicotico:

1. EI consumo de cannabis tiene un efecto en la expresién de la psicosis,
observdndose una tendencia hacia una mayor severidad de los sintomas psicdticos

positivos, asi como una asociacion con un mejor rendimiento cognitivo global.

2. Durante un protocolo de neuroimagen funcional, el consumo de cannabis no se
relaciona con al desempefio de la tarea de memoria de trabajo (n-back) ni con la

activacion cerebral asociada a la ejecucion de dicha tarea.

3. El polimorfismo rs1049353 del gen del receptor cannabinoide tipo 1 (CNR1) se
asocia con la severidad de los sintomas psicéticos desorganizados, pero no con
diferentes medidas cognitivas ni el grado de actividad cerebral en respuesta a una
tarea de memoria de trabajo. El gen del receptor cannabinoide tipo 2 (CNR2) no se

relaciona con las variables clinicas y cognitivas evaluadas.

4. El polimorfismo rs2501431 del gen CNR2 modula el efecto del cannabis sobre las
habilidades cognitivas-manipulativas, asi como el desempeno de una tarea de

memoria de trabajo

5. Observamos un efecto diferencial del consumo de cannabis sobre la activacion
cerebral atendiendo a dos polimorfismos genéticos de CNR1 y CNR2, durante la

realizacion de una tarea de memoria de trabajo.

6. Estudios con cuantificaciones mds precisas del consumo de cannabis, mayores
tamafios muestrales y con un disefio prospectivo son necesarios para validar los

hallazgos de la presente tesis.

7. Ahondar en abordajes multidisciplinares, con aportes desde la clinica, la genética y
la neuroimagen, para establecer los efectos del consumo de cannabis permitira

avanzar en el conocimiento de la etiologia de la psicosis y también disefar
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intervenciones preventivas y terapéuticas personalizadas, que permitan reducir el

desarrollo e impacto de los trastornos psicéticos.
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