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Resumen

Abstract

El sistema cannabinoide se ha asociado con varios trastornos psiquia-
tricos como la esquizofrenia y las adicciones. Diversos estudios han
observado que algunos polimorfismos del receptor cannabinoide tipo
2 (CNR2), del receptor cannabinoide tipo 1 (CNRI) y del gen de la en-
zima amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH) pueden ser factores de
riesgo de estos trastornos. Hemos analizado diversos polimorfismos del
sistema cannabinoide en pacientes diagnosticados de esquizofrenia sin
trastorno por uso de sustancias (n = 379), esquizofrenia con trastorno
por uso de cannabis (n = 124), dependientes de cannabis sin psicosis
asociada (n = 71) y un grupo de control (316) procedentes de diversos
hospitales y centros de asistencia sanitaria espanoles. Hemos encontra-
do una asociacién entre los polimorfismos rs35761398 y rs12744386 del
CNR2 con la presencia de esquizofrenia y trastorno por uso de canna-
bis comérbido y una pérdida de heterocigosidad en el polimorfismo
1rs324420 del gen FAAH con la dependencia de cannabis en poblacién
espafiola. Los polimorfismos rs35761398 y rs12744386 en CNR2son fac-
tores de riesgo para esquizofrenia en sujetos dependientes de cannabis.
La pérdida de heterocigosidad en el polimorfismo rs324420 en el gen
FAAH es un factor de riesgo para la dependencia de cannabis.

Palabras clave: Trastorno por uso de cannabis; esquizofrenia; polimor-
fismos; gen del receptor cannabinoide tipo 2; gen del receptor can-

nabinoide tipo 1; gen de la enzima amido hidrolasa de acidos grasos.

The endocannabinoid system has been associated with various psychiat-
ric disorders, such as schizophrenia or addictive disorders. Recent stud-
ies have found that some polymorphisms in the cannabinoid receptor
type 2 (CNR2), cannabinoid receptor type 1 (CNRI) and fatty acid am-
ide hydrolase (FAAH) genes could play an important role as risk factors
in the etiology of these diseases. We analysed different cannabinoid
gene polimorphisms from non-substance using patients diagnosed with
schizophrenia (n = 379), schizophrenic patients with cannabis use dis-
orders (n = 124), cannabis users who did not have psychoses (n = 71),
and 316 controls from various Spanish hospitals and health centres.
We found a statistical association between polymorphisms rs35761398
and rs12744386 in the CNR2 gene and comorbidity of schizophrenia
and cannabis dependence, as well as an association between loss of
heterozygosity (overdominance) for polymorphism rs324420 in the
FAAH gene and cannabis dependence in a Spanish population sample.
The rs35761398 and rs12744386 polymorphisms in the CNR2 gene are
genetic risk factors for schizophrenia in cannabis-dependent subjects.
Loss of heterozygosity for polymorphism rs324420 in the FAAH gene is
a genetic risk factor for cannabis dependence in this population.

Keywords: Cannabis use disorder; schizophrenia; polymorphisms; can-
nabinoid receptor type 2 gene; cannabinoid receptor type 1 gene; fat-

ty acid amide hydrolase gene.
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a esquizofrenia es un trastorno mental grave

con una prevalencia mundial entre 0,5% y 1,0 %

y tiene un enorme impacto social y econémico

(Andreasen, 1995; Dong et al., 2019). Diferen-
tes estudios epidemiolégicos han sugerido que el cannabis
podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de la esqui-
zofrenia (Marconi, Di Forti, Lewis, Murray y Vassos, 2016).
Ademas, los conocidos efectos psicotrépicos de los canna-
binoides y la distribucién de los receptores cannabinoides
en el cerebro sugieren que el sistema endocannabinoide
puede estar involucrado en la esquizofrenia (Fakhoury,
2017; Minichino et al., 2019) y en los trastornos adictivos
(Manzanares et al., 2018; Van Hell et al., 2012). Un estudio
identific6 una asociaciéon entre el consumo temprano de
cannabis, un menor grosor cortical y un alto riesgo poli-
génico de psicosis en adolescentes. Este hallazgo implica
procesos que subyacen a la maduracién cortical en la me-
diacion de la relaciéon entre el consumo de cannabis y la
propension a la esquizofrenia (French et al., 2015), lo que
indica que el cannabis podria desempenar un papel en el
desarrollo de la psicosis mediante la alteracién de los cir-
cuitos neuronales en sujetos con vulnerabilidad genética
(Aas et al., 2017; Fonseca-Pedrero, Lucas-Molina, Pérez-Al-
béniz, Inchausti y Ortuno-Sierra, 2019; French et al., 2015;
Garcfa—Alvarez, Gomar, Garcia-Portilla y Bobes, 2019; Par-
kar et al., 2011).

Los genes CNR1, CNR2y FAAH codifican algunas de las
proteinas asociadas con el sistema endocannabinoide. Los
receptores CB1 se localizan principalmente en el sistema
nervioso central y son abundantes en los ganglios basales,
hipocampo, cerebelo y areas corticales (Herkenham et al.,
1991). Los receptores CB2 se encontraron inicialmente en
el sistema inmunolégico (Galiegue et al., 1995); sin embar-
go, también se ha demostrado su presencia en neuronas
y células gliales de multiples areas cerebrales (corteza ce-
rebral, hipocampo, amigdala, estriado, tilamo, cerebelo,
etc.) (Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006). La enzima
amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH) es responsable
de la hidrélisis de la anandamida, un ligando endégeno de
este sistema (Deutsch, Ueda y Yamamoto, 2002).

Algunos estudios han sugerido una asociacién entre el
gen CNRI (que codifica el receptor CB1) y la incidencia
de esquizofrenia (Chavarria-Siles et al., 2008; Leroy et al.,
2001; Martinez-Gras et al., 2006; Ujike et al., 2002) y tras-
tornos por uso de sustancias, como el trastorno por consu-
mo de cannabis (Gerra et al., 2018; Hartman et al., 2009).
Sin embargo, la evidencia sigue siendo heterogénea y con-
trovertida para ambos resultados. Gouvéa et al. (2017) ana-
lizaron sistematicamente todos los ensayos existentes sobre
las variantes genéticas del CNRI y esquizofrenia y destaca-
ron la alta heterogeneidad de los resultados. Un polimor-
fismo que consta de nueve alelos que contienen secuencias
repetidas de (AAT). .
ciacion sobre el gen CNRIy enfermedades mentales y abu-

se ha utilizado en estudios de aso-

so de sustancias en poblaciones diferentes, con resultados
contradictorios (Ballon et al., 2006; Chavarria-Siles et al.,
2008; Comings et al., 1997; Martinez-Gras et al., 2006; Tsai,
Wang y Hong, 2000; Ujike et al., 2002).

En los ultimos anos, el receptor CB2 ha sido el foco
de atencion debido a su funcion como modulador de la
neuroinflamacién (Javed, Azimullah, Haque y Ojha, 2016;
Kong, Li, Tuma y Ganea, 2014; Malfitano, Basu, Maresz, Bi-
fulco y Dittel, 2014), los procesos de memoria (Garcia-Gu-
tiérrez et al., 2013), y el procesamiento de recompensas, y
por su papel en la drogadiccion y psicosis (Onaivi, Ishigu-
ro, Guy Liu, 2012; Xi et al., 2011). Se hall6 que la frecuen-
cia del alelo CC de rs35761398 (variante R63), el alelo C
de rs12744386, el haplotipo del alelo CC de rs35761398 y
el alelo C de rs12744386 (CC/C) estaba aumentada de ma-
nera significativa en una muestra de japoneses con esqui-
zofrenia en comparacion con sujetos de control (Ishiguro
et al., 2010). Se observ6 una respuesta significativamente
menor a los ligandos CB2 en células cultivadas transfec-
tadas con el alelo CC de rs35761398 en comparacién con
aquellas transfectadas con el alelo TT, y se encontraron
niveles de proteina y ARNm del receptor CB2 significativa-
mente mas bajos en el cerebro humano con genotipos C/C
y C/T de rs12744386 en comparacién con los genotipos
T/T (Ishiguro et al., 2010).

Por otro lado, un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) comun rs324420 (C385A) en el gen FAAH humano
se ha relacionado con el abuso de sustancias, por ejemplo,
cannabis (Tyndale, Payne, Gerber y Sipe, 2007), cocaina
(Patel et al., 2018) y metanfetamina (Zhang, Liu, Deng,
May Liu, 2020).

El objetivo de este estudio fue investigar la asocia-
cion genética entre el haplotipo (AAT). . del gen CNRI,
el polimorfismo rs324420 del FAAH, los polimorfismos
1s35761398 y rs12744386 del gen CNR2, y la esquizofrenia
y la dependencia de cannabis en una muestra de sujetos
espanoles.

Métodos

Participantes

En este estudio, se analizaron 379 pacientes con esqui-
zofrenia, 124 pacientes con esquizofrenia y trastorno por
consumo de cannabis (CUD) (grupo dual), 71 sujetos con
CUD sin psicosis (grupo de cannabis) y 316 controles que
no estaban relacionados entre si. Los diagnosticos se rea-
lizaron mediante entrevista clinica conforme al DSM-IV-
TR. Los pacientes (ambulatorios y hospitalizados) fueron
reclutados en diferentes hospitales de la Comunidad de
Madrid y Castilla-La Mancha. Los consumidores de canna-
bis sin psicosis fueron reclutados de centros de adicciones
o asociaciones de usuarios en la Comunidad de Madrid.
Los criterios de inclusion fueron: edad minima de 18
anos, origen étnico espanol y caucasico, y firma del con-
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sentimiento informado. Los criterios de exclusion fueron:
ser o tener familiares de primer grado de otro origen étni-
co, de paises distintos de Espana, presencia de trastornos
mentales distintos a los del objeto de estudio, dependen-
cia de drogas distintas del cannabis o tabaco, patologia ce-
rebral organica comoérbida u otra condicién médica grave
y negarse a participar o firmar el consentimiento informa-
do. Se excluyeron a los pacientes con un diagnoéstico de
dependencia de drogas distinta del cannabis o el tabaco,
aunque se incluyeron si eran usuarios de drogas pero sin
dependencia.

La poblacién de control consistié en 316 voluntarios in-
dividuales que no estaban relacionados entre siy fueron re-
clutados de la poblacién espanola. Eran personal sanitario
y administrativo de los centros de salud atendidos por los
pacientes y acompanantes de los pacientes. Todos partici-
paron en una entrevista clinica para excluir otras patolo-

glas psiquidtricas.

Instrumentos de evaluacién

Mediante entrevista clinica se obtuvieron variables so-
ciodemograficas, antecedentes personales y familiares y da-
tos relacionados con el consumo de sustancias. Ademas, en
esa primera entrevista se evalué la sintomatologia psicética
mediante la Escala de sindrome positivo y negativo de la
esquizofrenia (PANSS).

Escala PANSS (Escala de sindrome positivo y negativo). La Es-
cala de sindrome positivo y negativo, desarrollada por Kay,
Fiszbein y Opler (1987), cuya version en espanol fue crea-
da por Peralta y Cuesta (1994), es una de las herramientas
mas utilizadas para evaluar los sintomas en pacientes con
esquizofrenia. Es una escala administrada por médicos que
se completa durante una entrevista semiestructurada de
aproximadamente 45 minutos de duracién. En su versiéon
original, la PANSS consta de 30 items agrupados en tres

factores: sindrome positivo (7 items), sindrome negativo
(7 items) y psicopatologia general (16 items). En este es-
tudio, ademas de utilizar la puntuacion total de la PANSS,
también se utilizaron las tres subescalas (psicopatologia
positiva, negativa y general).

Procedimiento del estudio

Pacientes hospitalizados y ambulatorios atendidos en
diferentes centros de salud mental (Hospital Universitario
Fundacion Alcorcon (Madrid), Hospital Ramén y Cajal
(Madrid), Hospital Virgen de la Luz (Cuenca), Hospital
Universitario de Guadalajara, Clinica Nuestra Senora de
La Paz (Madrid)), que cumplieron los criterios de inclu-
sion y exclusion y estaban dispuestos a participar en nues-
tro estudio, fueron reclutados prospectivamente y firma-
ron un consentimiento informado. Se reclutaron sujetos
con dependencia de cannabis de diferentes centros de
tratamiento de drogodependencias de la Comunidad de
Madrid (Majadahonda, Alcorcén, Arganzuela, Vallecas,
Latina).

Un total de 27 sujetos fueron excluidos ya sea porque
se negaron a participar en el estudio o firmar el consenti-

miento informado.

Extraccion de ADN y genotipado

Se obtuvo ADN de leucocitos presentes en muestras de
sangre periférica anticoagulada con EDTA, utilizando el
Método Sambrooky el kit DNeasy Blood y Tissue (Qiagen).

Después de la extracciéon de ADN de sangre periférica,
se analizaron los diferentes polimorfismos mediante méto-
dos basados en PCR. La genotipificacion del polimorfismo
1s324420 en el gen FAAH se realiz6 mediante el método
SSCP (polimorfismo de conformacién de cadena simple)
(GeneGel Excel 12.5/24 Kit, GE Healthcare) (ver la Tabla
1 para las secuencias de los cebadores). La genotipifica-

Tabla 1. Cebadores y técnicas utilizadas para el andlisis de muestras.

Gen Polimorfismo Cebador 5° 3" Técnicas
CNR1 (AADN A: 5° GCTGCTTCTGTTAACCCTGC 3’ Anélisis de fragmentos por electroforesis capilar ABI
B: 5’ ATTCCCACCTATGAGTGAGAAC 3’ Prism 310 Genetic Analyzer - Applied Biosystems)
A: 5 AAGACCACACTGGCCAGGAAG 3 Discriminacidn alélica con sondas TagMan en un
: 5 ’ termociclador iCycler (Bio-Rad)
CNR2 135761398 B: 5° CACTCTTCTGGGCCTGCTAAG 3’
SSCP
FAAH rs324420 A: 57 GGLCAGCLTCC ATCTTATG 3 SSCP (Kit GeneGel Excel 12.5 / 24, GE Healthcare)

B: 5’ GACGATGGAGGCCTGGCGA 3’

Nota. Polimorfismo de Conformacién de Cadena Simple (SSCP).

.15 3 UTR se realiz6 utilizan-

do una técnica de analisis de fragmentos mediante electro-

cién del polimorfismo (AAT)

foresis capilar (ABI Prism 310 Genetic Analyzer - Applied
Biosystems) (ver la Tabla 1 para las secuencias de los ce-
badores). Se utiliz6 el estandar GeneScan-500 LIZ como
marcador de tamano (Applied Biosystems). Los resultados

se analizaron con el software GeneMapper 4.0. La genoti-
pificacién de los polimorfismos rs35761398 y rs12744386
en el gen CNR2 se realiz6 usando discriminacién alélica
con sondas TagMan en un termociclador iCycler (Bio-Rad)
(ver la Tabla 1 para las secuencias de sonda TagMan y de
los cebadores).
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Cuestiones éticas

La participacion en el estudio fue voluntaria y todos los
participantes dieron su consentimiento por escrito para
participar. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Fundacién
Alcorcon (Madrid).

Andlisis estadistico

La distribucién de genotipos se compar6 con el valor
predecible del equilibrio de Hardy-Weinberg. Los grupos
de control y de casos cumplian el equilibrio de Hardy-Wein-
berg respecto de las frecuencias de alelos y genotipo para
los polimorfismos estudiados (Tabla 2).

menores a 5 mediante la prueba exacta de Fisher. Se aplico
la correccién de Bonferroni.

Se utiliz6 una prueba de valor p bilateral y los valores p
<,05 se consideraron estadisticamente significativos. El ana-
lisis se llevé a cabo utilizando el software en linea OpenEpi
(Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health).

Resultados

Las tablas 3 y 4 resumen los datos sociodemograficos y
clinicos. No se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en ninguna de las variantes polimorficas estudia-
das en el andlisis poblacional en funcién de variables como
sexo o edad al inicio del consumo de cannabis o sintomas

Tabla 2. Equilibrio de Hardy-Weinberg. psicéticos.
GEN Polimorfismo Sexo x? Valor p
CNR1 oan Mujeres 5389 7638 CNR1
n . )
Hombres 32414 1978 Respecto del pohr.norﬁsnllo (AAT)77.15 3’UTR e.n 6.31 gel.l
- CNRI, no hallamos diferencias estadisticamente significati-
CNR2 Mujeres ,0467 ,9769 . . .
rs35761398 vas entre el grupo de pacientes con esquizofrenia, grupos
Hombres ,1874 ,9106 . . ;
dual y cannabis y la poblacién de control al analizar las
FAAH Mujeres 1,5451 ,4183 . .
rs324420 frecuencias de alelos y genotipos (Tabla 5).
Hombres ,1229 ,9404

Nota. Dos grados de libertad excepto rs6323 yrs1799836 en el hombre (hemici-
gosidad), calculado para 1 grado de libertad.

Los nueve alelos que contienen secuencias repetidas
de (AAT), , se distribuyeron de acuerdo con el manuscri-
to de Comings et al. (1997) en un grupo de alelos cortos
con menos de 11 repeticiones de tripletes AAT (genotipo
<b) y otro grupo de alelos largos >11 repeticiones (geno-
tipo >b). Asi, los pacientes y controles se subdividieron en
tres grupos por genotipo: individuos con <5/<5,>5/> b
y <b/>b. Estos datos se utilizaron como variables cuali-
tativas. La hipoétesis de una asociaciéon entre genotipos y
grupos se prob6 mediante la prueba de chi-cuadrado de
Pearson y donde los tamanos de las células eran iguales o

Tabla 3. Descripcién general de la muestra.

FAAH

En cuanto al polimorfismo rs324420 en el gen FAAH, no
hallamos diferencias estadisticamente significativas entre la
poblacién de control y ambos sujetos con esquizofrenia y
esquizofrenia comoérbida y dependencia de cannabis al com-
parar las frecuencias de alelos y genotipos (Tabla 5). Asu-
miendo un modelo de sobredominancia, se encontraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre los sujetos con
dependencia de cannabis y el grupo de control (Tabla 6).

CNR2
En cuanto al andlisis del polimorfismo rs35761398 en
el gen CNR2, al comparar el grupo dual con los grupos

Esquizofrenia +

Controles Esquizofrenia R . Dependencia de cannabis
dependencia de cannabis
N =316 N=379 N=71
N=124

Hombre (%) 42,72 60,16 87,90 70,42
Edad media en el momento de la
prueba (p25 -p75) 31(28-37) 37 (31-50) 29 (26 - 36) 28 (25 - 34)
Edad media al diagnéstico (p25-p75) 25(20-32) 25 (20 - 28) 23 (19-30)
Edad media del primer consumo de 16 (15 - 18) 16 (15-17)

cannabis (p25-p75)

Puntuacion PANSS: media (IC del 95 %)

Escala Positiva
Escala Negativa

Escala Global

22,6 (20,7-24,5)
23,8 (22,0-25,6)

36,3 (34,2-38,3)

21,5(18,8-24,1)
20,1 (17,0-23,2)

33,5 (31,0-35,9)

Nota. PANSS: Escala de sindrome positivo y negativo de la esquizofrenia. P = percentil. IC = intervalo de confianza. Predominio masculino en esquizofrenia + depen-
dencia de cannabis vs. esquizofrenia (chi = 32,53, p ¢<,001, OR: 4,81, IC: 95 %: 2,70-8,58). 4,81, IC: 95%: 2,70- 8,58).
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Tabla 4. Porcentajes de consumo de drogas entre grupos.

Esquizofreniay

Dependencia de

dependencia de cannabis cannabis Esq’;li:(;f;;nia C:r:r;ll:s
N=124 N=71
Cannabis (cigarrillo/dia): media; mediana 7,5;6 6;6 0 0
Tabaco (%) 92,1 64,3 48,4 36,8
Alcohol (%) 48,0 21,4
Cocaina (%) 32,7 10,7
Opioides (%) 9,3 0,0
Anfetaminas (%) 1,3 0,0
Otros (%) 12,0 0,0

Nota. Porcentaje de consumo de alcohol, cocaina, opioides, anfetaminas u otras drogas sin criterios de dependencia. En el subgrupo de esquizofrenia +
dependencia de cannabis, el 52 % de los sujetos solo consumfa tabaco y cannabis.

Tabla s. Distribucién de frecuencias de genotipos y alelos entre subgrupos.

Esquizofrenia +

Dependencia de

:’goelinl;wrﬁsmo Genotipo/Alelo Co’r‘lt&:’;es EsqL:z((:At;enia dependencia de cannabis cannabis
N (%) N (%)
LL 171 (54,11) 190 (50,13) 58 (46,77) 33(57,89)
Genotipo LS 116 (36,71) 145 (38,26) 52 (41,94) 20 (35,09)
(AAT)Nn (CNR1) sS 29 (9,18) 44 (11,61) 14 (11,29) 4(7,02)
Alelo L 458 (72,47) 525 (69,26) 168 (67,74) 86 (75,44)
S 174 (27,53) 233 (30,74) 80 (32,26) 28 (24,56)
cc/cc 101 (31,96) 116 (30,61) 24 (19,35) 21 (29,58)
Genotipo cc/tr 152 (48,10) 181 (47,76) 70 (56,45) 34 (47,89)
rs35761398 (CNR2) /1T 63 (19,94) 82 (21,64) 30 (24,19) 16 (22,54)
Alelo cC 354 (56,01) 413 (54,49) 118 (47,58) 76 (53,52)
T 278 (43,99) 345 (45,51) 130 (52,42) 66 (46,48)
cC 202 (63,92) 254 (67,02) 90 (72,58) 53 (75,71)
Genotipo CA 104 (32,91) 107 (28,23) 31 (25,00) 11 (15,71)
r1s324420 (FAAH) AA 10 (3,16) 18 (4,75) 3(2,42) 6(8,57)
Alelo 508 (80,38) 615 (81,13) 211 (85,08) 117 (83,57)
A 124 (19,62) 143 (18,87) 37 (14,92) 23 (16,43)

Nota. L = alelo largo. S = alelo corto.

Tabla 6. Resultados de asociacion para el contraste de frecuencia entre el grupo con dependencia de cannabis y controles/esquizofrenia

+ grupos de dependencia de cannabis.

Polimorfismo :;3:::;?;‘::5: X2 D.F. Valor p a Cg';% )
Codominancia 2,0365 2 ,3612
rs35761398 (CNR2) Alelos ,9904 1 ,3196 1,23 [,82; 1,86]
Esquizofrenia + Dominante 2,0075 1 ,1565 1,63 [,83; 3,23]
dependencia de cannabis Codominante 5,4918 2 ,0642
1s324420 (FAAH) Alelos ,1559 1 ,6930 ,891[,51; 1,57]
Heterocigosis 2,2743 1 ,1315 ,56[,26; 1,20]
Dependencia (AAT)n (CNR1) Codominante ,3618 2 ,8345
de cannabis Alelos 3177 1 5730 ,88[,56;1,38]
535761398 (CNR2) Codominante ,4757 2 ,7883
Controles Alelos ,4793 1 ,4887 1,14 [,79; 1,64]
Codominante 1,9360 2 ,0042 2,74 [1,45; 5,31]
1s324420 (FAAH) Alelos ,7574 1 ,3842 ,811[,49; 1,31]
Heterocigosis 8,1024 1 ,0044 2,63[1,33;5,22]
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Tabla 7. Resultados de asociacion para el contraste de frecuencia en rs35761398 entre el grupo dual y los grupos de control/esquizofrenia.

Gen Polimorfismo Modelo Grupos %2 Valor p OR (IC 95 %)
Controles 6,9595 ,0083 1,96 [1,18; 3,24]

CNR2 rs35761398 Dominante (CC/TT+TT/TT) Dual

Esquizofrenia 5,8892 ,0152 1,84[1,12; 3,02]

Tabla 8. Andlisis de asociacién entre genes CNR2 y FAAH.
. Esquizofrenia + .
Genotipo Controles (a) N . Ratio N o
1$35761398 - rs324420 N (%) dependenu?l(:;;annabls (b) (%a /% b) x Valor p OR (IC 95 %)
cc/cCc-ccC 51 (16,14) 16 (12,90) ,7995 , 7224 ,3953 77 [,42; 1,41]
CC/CC - portador A 50(15,82) 8 (6,45) ,4077 6,8337 ,0089 (1) ,37[,17;,80]
Portador TT - CC 151 (47,78) 74 (59,68) 1,2489 5,0407 ,0248 1,62 [1,06; 2,46]
Portador TT — Portador A 64 (20,25) 26 (20,97) 1,0353 ,0279 ,8672 1,04 [,63; 1,74]
9.031 ,0289 (*)

Nota. (1) La correccién de Bonferroni implica que los valores significativos son aquellos con valores p por debajo de ,0125. (*) x+2 = 9,031; GL=3; p =,0289.

de esquizofrenia y de control, se encontraron desviaciones
estadisticamente significativas en las frecuencias genotipi-
cas (Tabla 7). Suponiendo un modelo dominante para el
alelo menos frecuente (TT), las diferencias en la presencia
de TT eran estadisticamente significativas al comparar el
grupo dual con los controles. Tanto en los consumidores
de cannabis como en los controles, no se encontraron di-
ferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
de alelos y genotipos entre los polimorfismos rs35761398 y
rs12744386. Hubo una interaccién entre el polimorfismo
1s35761398 en el gen CNR2y el polimorfismo rs324420 en
el gen FAAH (Tabla 8).

La literatura sobre el polimorfismo rs35761398 sitda su
origen en el desequilibrio de ligamiento dentro de este
gen. La implicacién de ligamiento funcional de estos po-
limorfismos en la accién del receptor y las descripciones
de haplotipos infrecuentes en otras poblaciones fueron la
razén para genotipar este segundo polimorfismo en el gen
CNR2, con el fin de determinar si esos haplotipos estaban
presentes en la muestra de este estudio. Fueron genotipa-
dos tanto en el grupo de control como en los pacientes con
diagnéstico dual. Hubo un vinculo del 100 % de haploti-
pos entre los polimorfismos rs12744386 y rs35761398 en
la poblacion estudiada, con la presencia de los siguientes
haplotipos: C - CCy T - TT. Haplotipos alternativos, es de-
cir, T- CCy C-TT, no fueron encontrados en la poblacién
incluida en este estudio.

Discusion
Diferentes estudios epidemiolégicos han sugerido que
el consumo de cannabis podria ser un factor de riesgo para
el desarrollo de la esquizofrenia (Marconi et al., 2016). Sin
embargo, solo una pequena proporcién de consumidores
de cannabis desarrollan psicosis, que puede explicarse en

parte por factores genéticos. La evidencia convergente de
estudios en animales y humanos sugiere que el sistema en-
docannabinoide (ECS) esta involucrado en la fisiopatolo-
gia de la psicosis (Fakhoury, 2017; Minichino et al., 2019;
Rodriguez-Munoz, Sanchez-Blazquez, Callado, Meana y
Garzén-Nino, 2017). Por tanto, los genes candidatos 16gi-
cos que podrian influir en la probabilidad de desarrollar
psicosis incluyen CNRI, CNR2y FAAH.

CNR1

No encontramos evidencia de asociacion entre el micro-
satélite CNRI y la esquizofrenia, lo que es coherente con
los hallazgos de otros estudios (Ballon et al., 2006; Dawson,
1995; Seifert, Ossege, Emrich, Schneider y Stuhrmann,
2007; Tsai et al., 2000). Se ha encontrado una asociacion
entre el subtipo hebefrénico de esquizofreniay el polimor-
fismo de repeticion AAT en una poblacién japonesa y en
un estudio de asociacion basado en familias en una pobla-
cion costarricense (Chavarria-Siles et al., 2008; Ujike et al.,
2002). Nuestra muestra de sujetos con esquizofrenia inclu-
y6 principalmente a pacientes de tipo paranoide (datos no
mostrados), ya que la esquizofrenia hebefrénica es muy in-
frecuente en la poblacién espanola. Los estudios de Ujike y
Chavarria-Siles no encontraron diferencias significativas en
la frecuencia de genotipo o de alelos entre los sujetos con
esquizofrenia paranoide y los controles.

Aunque no se ha hallado una asociacién entre la esqui-
zofrenia y otros polimorfismos diferentes de CNRI (Leroy
etal.,, 2001; Zammit et al., 2007), otro grupo espanol (Mar-
tinez-Gras et al., 2006) encontré diferencias significativas
para este polimorfismo entre 113 pacientesy 111 controles
sanos. El alelo 4 fue mas frecuente en los controles, lo que
sugiere un efecto protector contra el desarrollo de la esqui-
zofrenia. La muestra era mas heterogénea e incluy6 el abu-
so de sustancias comoérbido en el grupo de personas con
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esquizofrenia, lo que podria explicar las discrepancias con
nuestros hallazgos. Ademas, la frecuencia del alelo repe-
tido (AAT)12 se increment6 en sujetos con esquizofrenia
con dependencia de cocaina en una poblacién afro-caribe-
na (Ballon et al., 2006).

Aunque no encontramos una asociacion entre este poli-
morfismo y la esquizofrenia, muchos otros datos sugieren
que los receptores CB1 podrian jugar un papel clave en su
patogénesis, o que podria estar relacionado con algunos
de los fenotipos relacionados con esta enfermedad. En este
sentido, se ha descrito una asociacién entre algunos de los
polimorfismos del gen CNRI y los efectos psicomiméticos
del cannabis en una poblacién sana (Krebs, Morvan, Jay,
Gaillard y Kebir, 2014), la funcién cognitiva de los prime-
ros episodios psicéticos (Rojnic et al., 2019) y la respues-
ta farmacogenética en la psicosis (Hamdani et al., 2008).
Ademas, se han descrito cambios en la expresion génica
de CNRI (Tao et al., 2020) y en la metilaciéon del ADN del
gen CRNI en la esquizofrenia (D’Addario et al., 2017), asi
como la disponibilidad reducida de los receptores CB1 en
diferentes dreas del cerebro en los primeros episodios psi-
coticos (Borgan et al., 2019).

Comings et al. (1997) encontraron que este polimorfis-
mo tuvo una asociacion significativa con varios tipos dife-
rentes de drogodependencia y uso de drogas intravenosas.
De acuerdo con nuestros hallazgos, otros autores no en-
contraron una asociacion entre el polimorfismo AAT y el
abuso de sustancias (Covault, Gelernter y Kranzler, 2001;
Heller, Schneider, Seifert, Cimander y Stuhrmann, 2001;
Lietal., 2000). La comparacién de distribuciones de alelos
entre diferentes grupos étnicos mostré una marcada varia-
cién genética entre poblaciones (Comings et al., 1997; Li
et al., 2000; Ujike et al., 2002). Es importante senalar que,
en nuestra muestra, todos los pacientes eran caucdsicos.

FAAH

Al comparar pacientes con esquizofrenia con o sin tras-
torno por consumo de cannabis con los controles, no se
encontraron diferencias significativas con respecto a las
frecuencias alélicas o la distribucién del genotipo del gen
FAAH. Esto es coherente con los hallazgos de Morita et al.
(2005) en relacién con una poblacién japonesa, y los resul-
tados recientemente publicados de Hindocha etal. (2020),
que tampoco encontraron una asociacion significativa en-
tre el genotipo rs324420 y las experiencias psicéticas en los
consumidores de cannabis. Bioque et al. (2019) analizaron
los genotipos de 321 pacientes con un primer episodio de
psicosis. Se analizaron un total de 15 SNPde CNRI1, CNR2
y FAAH, pero solo encontraron significacion estadistica en
el caso del polimorfismo rs2295633 del gen FAAH. Los por-
tadores homocigotos del alelo T que eran consumidores
de cannabis tenian una mayor probabilidad de presentar
un episodio psicético que los consumidores de cannabis
sin este genotipo. No se hall6 suficiente significacion esta-

distica con respecto al polimorfismo rs324420. Watts et al.
(2020) encontraron recientemente que niveles mas bajos
de FAAH se asociaron con sintomas psic6ticos mas graves.
Estos resultados fueron independientes de la exposiciéon
al cannabis.

Encontramos una asociacién entre el polimorfismo
15324420 en el gen FAAH y la dependencia de cannabis.
La presencia de un menor nimero de heterocigotos en
el polimorfismo rs324420 en el gen FAAH se asoci6 con la
dependencia de cannabis, que nos lleva a hipotetizar que,
de acuerdo con un modelo de sobredominancia, el geno-
tipo heterocigético confiere cierta proteccion contra esta
dependencia. Por tanto, la heterocigosidad podria ser un
equilibrio entre las demandas de flexibilidad y estabilidad
en las vias neuronales implicadas. Al igual que en nuestra
investigacion, otros autores han encontrado una asocia-
ci6én entre los homocigotos AA o CC de este polimorfismo
y los trastornos por uso de sustancias (Flanagan, Gerber,
Cadet, Beutler y Sipe, 2006; Sipe et al., 2002), y diferen-
tes manifestaciones clinicas en consumidores de cannabis
(Haughey, Marshall, Schacht, Louis y Hutchison, 2008;
Schacht, Selling y Hutchison, 2009).

E1 FAAH es el regulador critico de los niveles end6genos
de anandamida (Fezza, De Simone, Amadio y Maccarrone,
2008). El polimorfismo rs324420 del gen FAAH predice
una sustituciéon de prolina en la posiciéon 129 de la protei-
na por un residuo de treonina (P129T), lo que da como
resultado una proteina que es mds susceptible a la degrada-
cion proteolitica (Sipe, Chiang, Gerber, Beutler y Cravatt,
2002). Por tanto, el FAAH 385A se asocia con una menor
actividad enzimatica. Los ratones knockout de FAAH han
mostrado alterada la tolerancia y la dependencia de canna-
bis (Falenski et al., 2010), lo que sugiere que la actividad
FAAH alterada puede modificar la senalizacién endocan-
nabinoide en las areas de control de recompensa y con-
tribuir a la vulnerabilidad adictiva (Van Hell et al., 2012).

La literatura anterior sobre la relacién entre el polimor-
fismo 15324420 y los patrones de uso de drogas parece ser
extremadamente heterogénea y compleja (Hindocha et
al., 2019; Melroy-Greif, Wilhelmsen y Ehlers, 2016; Tynda-
le et al., 2007). Se han identificado niveles mas bajos de
FAAH en sanos portadores A de rs324420 (Boileau et al.,
2015). Se ha encontrado una reducida unién de FAAH en
el cerebro en usuarios de cannabis en comparacién con los
controles. Ademas, una menor unién se ha asociado con la
abstinencia, la impulsividad y el aumento de los niveles en
sangre de cannabinoides (Boileau et al., 2016). En la mues-
tra de usuarios de cannabis del estudio de Hindocha et al.
(2019), los portadores A mostraron mayor sesgo hacia esti-
mulos apetitivos, en comparaciéon con los portadores CC.
Hariri et al. (2009) encontraron que habia una asociaciéon
en portadores de FAAH 385a con posible aumento de la
senalizacion endocannabinoide, y que habia aumento de la
reactividad del cuerpo estriado ventral relacionada con la
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recompensa y mayor impulsividad en comparacién con los
homocigotos C385. Por el contrario, Filbey, Schacht, Myers,
Chavez y Hutchison (2010) identificaron mayor activacién
en las dreas de recompensa en portadores del alelo C en
una muestra de consumidores habituales de marihuana.

Nuestros hallazgos han de interpretarse con precaucion
debido a la similitud de los niveles de significaciéon para
los modelos codominantes y de sobredominancia y por los
reducidos niameros de la poblacién de estudio (solo pocos
casos presentaron el genotipo AA y los subgrupos de con-
trol de dependencia de cannabis eran pequenos).

CNR2

Diferentes estudios han demostrado que los receptores
CB2 estan presentes en las células progenitoras neurales,
neuronas y células gliales. Ademas, la funcion del receptor
CB2 no solo se ha relacionado con trastornos neurolégicos
que involucran neuroinflamacion, sino también con trastor-
nos neuropsiquidtricos como adiccion a las drogas, psicosis,
depresion y trastornos alimentarios (Onaivi et al., 2012).

No obstante, observamos una asociacién entre los po-
limorfismos rs35761398 y rs12744386 en CNR2'y comor-
bilidad de esquizofrenia y dependencia de cannabis. En-
contramos que el genotipo de alto funcionamiento de
CNR2 se asoci6 con la esquizofrenia, pero solo en sujetos
con dependencia de cannabis. Probamos varios modelos
de herencia y descubrimos que la asociacion estadistica
mejoraba cuando se asumia un modelo dominante para el
alelo TT. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio
realizado en una poblacién caucasica. La etnia debe tener-
se en cuenta al interpretar nuestros resultados porque las
distribuciones alélicas diferenciales se han descrito en la
literatura cientifica previa sobre otros grupos étnicos. Por
ejemplo, se ha informado una asociacion entre la esquizo-
frenia y el haplotipo de funcién baja en una muestra de
poblacién japonesa (Ishiguro et al., 2010) y otros polimor-
fismos de CNR2 diferentes en muestras chinas (Tong et al.,
2013), mientras que no se encontré asociacién en mues-
tras coreanas (Bae et al., 2014).

Banaszkiewicz, Biala y Kruk-Slomka (2020) realizaron
una revisién sobre sintomas similares a la esquizofrenia
inducidos a través de la modulacién del receptor CB2 en
modelos animales, lo que sugiere una funcién clave en la
esquizofrenia. Se observaron conductas relacionadas con
la esquizofrenia en ratones a los cuales se eliminaron los
receptores CB2 (Ortega-Alvaro, Aracil-Fernandez, Gar-
cia-Gutiérrez, Navarrete y Manzanares, 2011). Se sugiere
que una falta de los receptores CB2 podria afectar el de-
sarrollo neuronal, lo que induce alteraciones relevantes
en varias areas cerebrales, segiin los hallazgos que apoyan
un papel proneurogénico del receptor CB2 en el control
de procesos fundamentales de las células neuronales (Gal-
ve-Roperh, Aguado, Palazuelos y Guzman, 2008). Estos

resultados parecen contrarios a nuestros datos, ya que re-

lacionan la psicosis con una funcién mas baja de los re-
ceptores CB2. Nuestros datos apoyarian una explicaciéon
alternativa: que la actividad excesiva de estos receptores
podria facilitar este fenotipo psicético. Por tanto, el consu-
mo de cannabis podria interrumpir la diferenciacién neu-
ronal durante la adolescencia y provocar psicosis en sujetos
vulnerables a través de un mecanismo que involucra CB2.

Por otro lado, los procesos inflamatorios e inmunol6-
gicos que interfieren con el desarrollo cerebral se discu-
ten como una causa de esquizofrenia, y el receptor CB2 es
un componente principal de estos procesos (Sahu et al.,
2019). Las células gliales estan implicadas en la patogéne-
sis de la esquizofrenia y el receptor CB2 es relevante (De
Almeida y Martins-de-Souza, 2018). Ha sido hipotetizado
que un mayor numero de células microgliales activadas en
pacientes con esquizofrenia contribuyen a la patogénesis
de la enfermedad (Juckel etal., 2011).

Ademas, en la enfermedad de Alzheimer, los receptores
CB2 se expresan de forma abundante y selectiva en astro-
citos y microglia asociados a la placa neuritica, respectiva-
mente (Benito et al., 2003), y es probable que la activacién
de los receptores CB2 expresados por las células inmunita-
rias reduzca su respuesta antiviral, por tanto favoreciendo
la entrada al SNC de monocitos infectados con el virus de
inmunodeficiencia en simios (Benito et al., 2005).

Por tanto, la sobreactivacién del receptor CB2 podria
ser un factor de vulnerabilidad para la psicosis, y el con-
sumo de cannabis podria provocar la psicosis en estos su-
jetos vulnerables. Se ha descubierto que el THC inhibe la
respuesta quimiotdctica de la microglia mediante la activa-
cion del receptor CB2 (Cabral, Raborn, Griffin, Dennis y
Marciano-Cabral, 2008). Ademas, el consumo de cannabis
en el contexto de genotipos de receptores de cannabinoi-
des especificos puede contribuir a anomalias de la sustan-
cia blanca, lo que a su vez podria aumentar el riesgo de
esquizofrenia (Ho, Wassink, Ziebell y Andreasen, 2011).
Alteraciones de la sustancia blanca son relevantes en la es-
quizofrenia, y el consumo de cannabis durante la adoles-
cencia tiene efectos especificos en estas anomalias (Peters,
Blaas y de Haan, 2010).

Ademas, la expresion de las transcripciones del gen
CNR?2 en animales tratados con drogas de abuso aumenta
en comparacién con los controles (Ishiguro et al., 2007).
Por tanto, el consumo de cannabis podria modificar la
transcripcion de CNRZ2y, en sujetos con receptores CB2 al-
tamente activados, podria contribuir a los sintomas psicéti-
cos a través de un mecanismo desconocido. También se ha
informado de que la remision clinica de la esquizofrenia se
acompana de disminuciones significativas en los niveles de
mRNA de CNR2 en las células mononucleares de sangre
periférica (De Marchi et al., 2003).

Las limitaciones de este estudio estan relacionadas con
la naturaleza de los estudios de asociacién y, por tanto,
nuestros resultados deben interpretarse con cierta cautela.
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La fuerza de nuestros resultados estda limitada por el pe-
queno tamano muestral, particularmente en el grupo con
dependencia de cannabis. Seria preferible replicar nues-
tros estudios genéticos en muestras independientes, ya que
esto podria aclarar el posible papel de las variantes de los
genes CNRI, CNR2y FAAH. En segundo lugar, no puede
descartarse la posibilidad de que un resultado ocurra por
azar, a pesar de haber aplicado la correccion de Bonferro-
ni. Por tanto, estos resultados deben confirmarse entre una
poblacién mas grande. Asimismo, hubiera sido ttil admi-
nistrar la escala PANNS a los controles y en particular a
los sujetos TCC, con el fin de descartar sintomas clinicos
psicoticos. No se realizaron andlisis de orina para detec-
tar drogas en el grupo de control, por lo que es posible
que algunos sujetos estuvieran consumiendo cannabis. Las
pruebas de drogas se realizaron en el grupo de sujetos con
esquizofrenia que no consumian cannabis.

A pesar de estas limitaciones, creemos que nuestro es-
tudio ha identificado un importante factor protector ge-
nético frente a la psicosis asociada al cannabis en la po-
blacién espanola, que merece mayor atenciéon en futuras
investigaciones. Esa investigacion también debe examinar
si las caracteristicas fenotipicas especificas, como el perfil
de los sintomas, la edad de inicio y la respuesta al trata-
miento, estan asociadas con el polimorfismo CNR2. No
hay disponibles ningunos informes anteriores de estos po-
limorfismos en la psicosis asociada a los cannabinoides. La
mutacién detectada por este polimorfismo resulta en un
cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina, por
lo que se esperan consecuencias funcionales directas. Los
sujetos con dependencia de cannabis con el genotipo TT
exhibieron un riesgo significativamente mayor de psicosis.
Estos hallazgos sugieren que la disfuncion del sistema en-
docannabinoide debido a una mutacién genética puede
constituir un factor de riesgo para la psicosis asociada al
cannabis.

Aparte de las variantes genéticas, también seria reco-
mendable incluir variables epigenéticas en futuras inves-
tigaciones. Los cambios en la metilacién del ADN en la
region promotora de los genes CNRI en pacientes con es-
quizofrenia han sido descritos (D’Addario et al., 2017; Tao
etal., 2020).

Por ultimo, no encontramos una relaciéon entre las va-
riantes de CNRIy FAAH y la psicosis. En general, nuestros
hallazgos sugieren que las variantes de FAAH se asocian
con la dependencia de cannabis pero no con la esquizo-
frenia en pacientes espanoles, lo que implicaria que las di-
ferencias en la funcién endocannabinoide podrian tener
un papel en la fisiopatologia de esta enfermedad. La con-
firmacién de nuestros hallazgos entre otras poblaciones y
muestras independientes seria 1til para el diseno de estra-
tegias farmacologicas centradas en la profilaxis y el trata-
miento de estos pacientes.
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