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RESUMEN

La Alteracién Cognitiva Leve es un estado de transicion en-
tre el envejecimiento normal y la enfermedad de Alzheimer y es
por ello una condicién de riesgo para la demencia. La serotoni-
na y sus receptores tienen un papel importante en los procesos
de aprendizaje y memoria. El receptor SHT2A esta localizado
predominantemente en areas frontales e hipocampales. En este
estudio hemos valorado la influencia del genotipo del polimor-
fismo T102C del gen SHT2A en el rendimiento cognitivo de una
muestra de 59 sujetos con Alteracion Cognitiva Leve. Los suje-
tos heterocigotos (T102/C102) para este polimorfismo puntua-
ban significativamente menos en el Mini-Mental, pruebas de
memoria visual y verbal y en funciones premotoras, sugiriendo
que este genotipo seria un nuevo marcador genético de riesgo
en la alteracion cognitiva.
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ABSTRACT

Mild Cognitive Impairment (MCI) is a transitional state
between normal aging and Alzheimer’s disease and thus, it is a
high-risk condition for dementia. Serotonin and its receptors
are associated with memory and learning processes. The
SHT2A receptor is expressed in prefrontal cortex and hippo-
campus, above all. We have studied the role of the polymor-
phism T102C in the SHT2A gene in cognition in a sample of 59
MCI subjects. Those individuals carrying the heterozygous va-
riant (T102/C102) performed significantly worse in the Mini-
Mental State Examination, visual and verbal memory tests as
well as premotor functions. These results suggest that this ge-
notype could be a new genetic risk factor for cognitive impair-
ment in the elderly.
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INTRODUCCION

La categoria diagnostica de alteracion cogniti-
va leve (MCI, Mild Cognitive Impairment) ha sido,
en los ultimos anos el foco de atencion de varios
estudios por su condicion de estadio de transi-
cion hacia la demencia. Los sujetos que se inclu-
yen en esta clasificacion diagndstica experimen-
tan una pérdida de memoria superior a la
esperada por edad, pero sin llegar a cumplir los
criterios propios de demencia. MCI seria una ca-
tegoria adecuada para la intervencion terapéuti-
ca, puesto que estos sujetos tienen un mayor
riesgo de evolucionar hacia una demencia, parti-
cularmente la enfermedad de Alzheimer (EA) y
por consiguiente, la identificacion de variables
bioldgicas o psicosociales relacionadas con curso
de la condicion reviste de una gran importancia.

Petersen y sus colaboradores (1) definieron
los criterios diagnosticos de la entidad MCI. Asi,
los pacientes se caracterizan por presentar que-
jas subjetivas de memoria, objetivadas por pun-
tuaciones inferiores a 1,5 desviaciones tipicas
segun los baremos por edad en pruebas estan-
darizadas de memoria, actividades de la vida
diaria preservadas y funcién cognitiva global
normal. En este sentido, MCI se definiria como
una entidad propia que no se ajustaria necesa-
riamente a las escalas de demencia existentes.

Del mismo modo, siguiendo el enfoque que
sugiere que MCI es un precursor de EA en un
continuo de declive cognitivo en edad avanzada,
varios estudios han observado que los pacientes
con MCI deben de presentar un patréon de alte-
racion cognitiva visible en multiples dominios
cognitivos (1, 2). Ademas, las evidencias de un
patron general de atrofia cerebral encontrado en
estudios de RM en estos sujetos apoyarian la hi-
potesis de que el declive cognitivo que subyace
a MCl es tan diverso y amplio como el propio de
laEA (3,4,5,6).

Los estudios realizados hasta la fecha sélo
evaluan aspectos muy especificos de la catego-
ria MCI. Asi, encontramos datos neuropsicologi-
cos, de neuroimagen y genéticos aislados, pero
la heterogeneidad de esta entidad requiere bajo
nuestro punto de vista una visién integrada de
todos estos datos con la finalidad de hallar fac-
tores de riesgo que, sumados, puedan llegar a
conferir una mayor vulnerabilidad a esta progre-
sion hacia la demencia.

Los datos derivados de evaluaciones neuro-
psicologicas longitudinales muestran que las

personas con mayor riesgo de demencia y que
posteriormente evolucionan hacia EA ya presen-
taban un peor rendimiento cognitivo de base,
con respecto a otros sujetos que no la llegaban
adesarrollar (7, 8,9, 10). Bennett et al. (11) han lle-
vado a cabo un estudio longitudinal a lo largo de
4 anos y medio y han encontrado que personas
con MCI no sélo estaban a un nivel mas bajo al
inicio del estudio, sino que mostraban un decli-
ve cognitivo mas rapido en una medida cogniti-
va global con respecto a sujetos sin alteracion
cognitiva. Analisis adicionales sugieren que los
mayores indices de declive se encuentran en
pruebas de memoria episédica, memoria se-
mantica y velocidad perceptiva. Estos datos lon-
gitudinales indican que los tests neuropsicologi-
cos podrian suponer un marcador predictor de
aquellos sujetos sanos que progresarian hacia
entidades de MCI o EA.

Los estudios de genética molecular relacio-
nan diversas variaciones polimorficas en genes
concretos con factores de riesgo para desarrollar
DA. De especial importancia es el gen de la apo-
lipoproteina E, que fue el primer gen asociado a
formas tardias de EA. La sobrerepresentacion
del alelo A4 de este gen se relaciona con un ma-
yor riesgo a desarrollar EA, en concreto entre 3
y 8 veces mas que los individuos que carecen de
esta isoforma. En el caso particular de los suje-
tos MCI, la presencia de éste alelo representa un
predictor para la involucidon hacia la demencia
(12). La literatura sugiere que los sujetos porta-
dores del alelo e4 exhiben una menor ejecucion
en pruebas neuropsicologicas de memoria y
funciones frontales asi como un declive cogniti-
vo mas rapido en respuesta al estrés y a niveles
altos de cortisol. Sin embargo, el genotipo ApoE
s6lo explicaria entre un 40 y 50 % de las formas
de EA de inicio tardio. Existe evidencia en la lite-
ratura cientifica que indica que otros factores ge-
néticos también tendrian un papel en la apari-
cion y/o desarrollo de esta enfermedad. Al
contrario con lo que sucede en el caso de la apo-
lipoproteina E, estos factores de riesgo genéti-
cos para la EA no han sido estudiados en pobla-
ciones de riesgo para la demencia, como es el
caso de la categoria MCI.

La serotonina (5HT) y sus receptores tienen
un papel importante en los procesos de aprendi-
zaje y memoria (13). En este sentido, el receptor
inhibitorio 2A de la serotonina (5HT2A), por su
localizacion en el cortex prefrontal, hipocampo e
hipotalamo, podria ser un buen gen candidato
para el estudio de los polimorfismos genéticos
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en relacion con las alteraciones de memoria. Del
mismo modo, existen conexiones directas € in-
directas entre el sistema serotoninérgico y el eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal (HPA) (14). La co-
localizacién de receptores 5HT1A/5HT2A y de re-
ceptores de glucocorticoides en el hipocampo y
en el cortex prefrontal, sugiere un importante
papel de la serotonina en la comunicacion entre
estructuras del sistema limbico y el eje HPA. De
hecho, una sobreactivacion cronica del eje HPA
debido a estrés cronico no sélo produciria una
disregulacion en la transmision serotoninérgica
sino que también conllevaria atrofia hipocampi-
ca y del cértex frontal, con las consecuentes al-
teraciones cognitivas.

El gen del receptor 5HT2A estéa localizado en
el cromosoma 13 (13q14-21). Existe un polimor-
fismo en el codén 102 de la proteina (T102C) que
no implica un cambio de aminoacido (mutacion
sinénima), pero que podria afectar a la expre-
sion de la proteina. Estudios recientes han en-
contrado que sujetos sanos con el genotipo
T102/C102 para este polimorfismo tenian aproxi-
madamente un 20% menos de expresion del
aleloT en el area 21 de Brodmann (15). El geno-
tipo que se asociaba con una mayor expresion
de la proteina en esta area temporal era el T/T,
mientras que los sujetos portadores del alelo C
presentaban una menor expresion.

La relacion entre los receptores 5HT2A vy la
cognicion ha sido hasta la fecha poco estudiada.
Se sabe que las variaciones en la actividad de
este receptor pueden conllevar alteraciones cog-
nitivas importantes (16). En este sentido, un es-
tudio reciente de Kugaya et al. (17) ha demostra-
do que la administracion de estrogenos no soélo
incrementa la actividad de estos receptores en
regiones prefrontales, sino que también tiene un
efecto en la cognicidn, que se concreta en un
mejor rendimiento en pruebas de fluencia verbal
y secuenciacion. de Quervain et al. (18) han es-
tudiado una variante funcional del receptor
5HT2A (H452Y) en sujetos jovenes sanos hallan-
do un peor rendimiento en memoria episddica
en sujetos con la variante His/Tyr. Sin embargo,
hasta la fecha no existen estudios sobre el papel
del polimorfismo T102C en la funcién neuropsi-
colégica en humanos.

En el presente trabajo valoraremos si nuestra
muestra de MCI se caracteriza por un determi-
nado perfil neuropsicoldgico y/o de neuroima-
gen segun sea su genotipo para el polimorfismo
T102C.
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MATERIALY METODOS

Sujetos

La muestra objeto de estudio estd formada
por 94 individuos de edad superior a 50 anos
con quejas de pérdida de memoria y fue selec-
cionada durante los anos 1998-1999 de distintos
centros de atencion primaria del Vallés (Barcelo-
na). De esta muestra inicial, aquellos pacientes
cuyas puntuaciones estuvieran por debajo de 1.5
DE con respecto a los baremos establecidos por
edad en las pruebas de memoria y que por otro
lado mantuvieran preservadas el resto de fun-
ciones cognitivas (lenguaje, praxias, gnosis y
funciones frontales) fueron clasificados como
MCI. En 3 sujetos no fue posible determinar el
genotipoT102C del receptor 2A de la serotonina,
asi, de un subgrupo de 62 sujetos con criterios
MCI de entre 50 y 85 anos, 59 de ellos (media
edad:67.71, DE:10.21) formaron parte del estudio
cognitivo segun los subgrupos genéticos para
este polimorfismo. De los 59 pacientes, un sub-
grupo de 31 sujetos MCI fueron objeto de un es-
tudio de neuroimagen con resonancia magnéti-
ca (RM), el cual incluia medidas de sustancia gris
y blanca frontales en cm3, cortex entorrinal y vo-
[imenes hipocampicos.

Evaluacion neuropsicologica

Todos los sujetos presentaban quejas subje-
tivas de memoria y fueron explorados neuropsi-
cologicamente mediante pruebas de memoria
verbal (Memoria Logica de la Wechsler Memory
Scale revisada (WMS-R) y la prueba auditivo-
verbal de Rey, recuerdo inmediato y a largo pla-
zo0) y de memoria visual (Reproduccion Visual y
ParesVisuales Asociados de laWMS-R, recuerdo
inmediato y a largo plazo). La evaluacion de las
funciones frontales incluia los siguientes tests:
Trail MakingTest Ay B, fluencia verbal (FAS 1 mi-
nuto) y fluencia semantica.

Extraccion de ADN y determinacion
del polimorfismo T102C

A partir de una muestra de sangre periférica
se realizé la extraccion de ADN siguiendo el mé-
todo de fenol-cloroformo. La determinacion del
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genotipo del polimorfismoT102C del gen del re-
ceptor 5HT2A se realiz6 mediante PCR siguien-
do el método descrito por Warren et al. (19). El
producto amplificado fue digerido con el enzima
Mspl a 37° durante la noche y visualizado poste-
riormente con un gel de agarosa al 3%. El alelo
C cortaba el producto en dos bandas de 216 y
126 pb, mientras que el aleloT mantenia la ban-
da de 342 pb de la PCR (Figura 1).

) 427, 417, 413

Figura 1. Gel de agarosa al 3% mostrando los tres geno-
tipos del polimorfismoT102C y el marcador de corte.

Neuroimagen

Las imagenes de RM fueron adquiridas al ini-
cio del estudio, mediante un escaner de 15T
Signa (General Electric, Milwakee, WI). El proto-
colo incluia un corte axial T2Wdual FSE
(4000TR/20-100TE/1nex/3 mm grueso) y uno co-
ronal 3D SPGR 300 TR/min full TE/20 flipa/1nex/1
mm grueso). El campo de vision fue de 24 x 24
cm y la matriz de 256 x 256 pixels. Los volume-
nes del lI6bulo frontal se delimitaron a partir de
imagenes axiales potenciadas enT2 mediante el
software MRICRO (Nottingham, UK). Los limites
inferiores y posteriores del I6bulo frontal se deli-
mitaron a través de la porcion basal de la cisura
de Silvio. Para la medicion de los volumenes hi-
pocampicos y del cortex entorrinal se empled el
programa de andlisis de neuroimagen ANALYZE
(Biomedical Imaging Resource, Mayo Founda-
tion, Rochester, MN). Siguiendo el método des-
crito por Bigler et al. (20) empleamos las image-
nes coronales potenciadas en T1 en las cuales
aparecia la cruz del fornix y los coliculos supe-

riores. Asi, se tomaron todos aquellos cortes co-
ronales en los cuales se podian ver el hipocam-
po antes de que éste fuera tapado por la amig-
dala. En cuanto a los volumenes del cortex
entorrinal, se siguié el método de Killiany et al.
(21) cogiendo los 3 cortes coronales consecuti-
vos a partir del corte en el que se podian ver los
cuerpos mamilares. La region evaluada queda-
ba delimitada por el sulco rhinal en la parte infe-
rior, sustancia blanca adyacente al hipocampo
por la parte lateral y el subiculum por la parte su-
perior.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados
mediante el programa spss 11.0 para Windows.

Todos los procedimientos realizados en el
presente trabajo fueron aprobados por el comi-
té de bioética de la Universidad de Barcelona.

RESULTADOS

La muestra de 59 MCI fue dividida segun el
genotipo T102C, observando que los tres sub-
grupos (T/T, T/C y C/C) eran comparables en tér-
minos de edad (F= 1,901, p = 0,159) y género
(x? = 2,193, p = 0,334). Cuando se analizo el ren-
dimiento cognitivo segun el genotipo mediante
un andlisis de la variancia (ANOVA) hallamos
gue los sujetos heterocigotos (T102/C102) pun-
tuaban significativamente menos en la prueba
de reproduccion visual a largo plazo, memoria
l6gica de la WMS-R y en alternancias premoto-
ras (Tabla 1). Debido a que existe la tendencia a
que las puntuaciones en pruebas de memoria y
frontales de estos sujetos sean inferiores con
respecto a los sujetos homocigotos (C/C y T/T),
dividimos la muestra en dos subgrupos: homo-
cigotos vs. heterocigotos. Asi, observamos que
los sujetos MCI heterocigotos tenian un perfil
neuropsicologico especifico, con una menor
puntuacion en el Mini-Mental de Folstein
(t=2,326, p = 0,024), reproduccién visual inme-
diata y a largo plazo (t=2,041, p = 0,046 y
t=3,360, p = 0,001, respectivamente), memoria
l6gica inmediata y a largo plazo (t=2,993,
p=0,004y t=2,138, p = 0,037, respectivamente)
y alternancias premotoras de Luria (t=2,692,
p=0,009).
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TABLA |. Puntuaciones medias y desviaciones tipicas en pruebas de
memoria y frontales segun los tres genotipos del polimorfismo T102C

T/T(n=12) T/C(n=33) C/C(n=14) P
RAVLT (series I-V) 32,08 (738) 30,36 (747) 34,00(9,99) 0,368
RAVLT largo plazo (LP) 5,16 (2,37) 5,36 (2,57) 5,85 (3,46) 0,795
Subtests WMS-R
Reproduccion visual 20,17 (11,29) 1767 (8,75) 25,50 (11,43) 0,056
Reproduccion visual LP 16,17 (11,87) 12,24 (10,14) 2721 (10,83) 0,000*
Memoria logica 10,92 (4,25) 7,67 (3,80) 10,50 (3,78)  0,016*
Memoria légica LP 783 (4,57) 5,76 (3,96) 8,21 (4,02) 0,112
Pares visuales asociados 3,91 (1,67) 3,63 (1,36) 3,71 (1,98) 0,872
Pares visuales asociados LP 2,17 (1,53) 2,45 (1,66) 3,07 (2,33) 0,417
Funciones frontales
Semejanzas 12,33 (2,46) 11,27 (3,60) 13,60 (3,94) 0,137
Alternancias premotoras 11,36 (2,80) 8,69 (3,53) 11,28 (4,58)  0,035*
Fluencia fonética 26,83 (13,34) 22,39(9,71) 2793(8,30) 0,176
Fluencia semantica 19,92 (6,64) 16,35(4,89) 19,00 (6,46) 0,127

Trail Making Test A (en segundos) 70,90 (36,09) 79,50 (41,22)

65,78 (3773) 0,530

Trail Making Test B (en segundos) 155,25 (98,32) 212,64 (75,17) 189,00 (115,94) 0,306

Los resultados significativos aparecen con *, RAVLT: Rey Auditory Verbal LearningTest; LP: largo plazo; WMS-

R: Wechsler Memory Scale — Revised.

En cuanto a las imagenes de neuroimagen
obtenidas, no encontramos diferencias significa-
tivas en las medidas de hipocampo y/o frontales
en los diversos subgrupos realizados (compara-
cion entre genotipos por una lado y homocigo-
tos vs. heterocigotos por el otro).

DISCUSION

En este estudio hemos hallado evidencias de
que el genotipo del polimorfismoT102C del gen
5HT2A puede modular la funcidon cognitiva en
las personas con diagnostico de MCI. A pesar de
gue este polimorfismo no implica un cambio es-
tructural en el receptor, nuestros hallazgos su-
gieren una actividad diferencial del receptor
5HT2A en los sujetos MCI con el genotipo
T102/C102 que se asocia con un menor rendi-
miento neuropsicoldgico en pruebas del 16bulo
frontal e hipocampo, regiones donde se expresa
principalmente el receptor 5HT2A.

Los mecanismos por los cuales este genotipo
afectaria la actividad del receptor 56HT2A modu-
lando procesos de aprendizaje y de memoria
son desconocidos. De acuerdo con los estudios
farmacologicos, el antagonista MDMA (éxtasis)
del receptor 5HT2A provoca una pérdida de neu-
ronas serotoninérgicas, lo cual correlaciona con
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alteraciones de memoria (22). Por otro lado, el
agonista parcial DOI facilita los procesos de
aprendizaje (23). Millan & Gobert (24) han hipo-
tetizado que el tratamiento con DOI en ratas, no
sOlo activaria los receptores 5HT2A sino que
también provocaria una mayor actividad dopa-
minérgica y noradrenérgica, pero no serotoni-
nérgica, en el LF Por ello, las alteraciones cogni-
tivas observadas en pacientes MCI/EA podrian
ser en parte explicadas no sélo por un déficit en
la actividad de estos receptores a nivel de hipo-
campo, sino también por la afectacién en la acti-
vidad de otros circuitos de neurotransmision.

A pesar de los resultados neuropsicoldgicos,
los hallazgos de neuroimagen estructural no in-
dican diferencias morfoldgicas en las regiones
frontales o del I6bulo temporal medial en fun-
cion del polimorfismo 5HTA. En consecuencia,
los datos obtenidos parecen indicar que las alte-
raciones cognitivas serian previas a las altera-
ciones neuropatoldgicas.

En conclusion, los datos del presente proyec-
to de investigacion indican que el genotipo
T102/C102 ejerce una influencia significativa en
procesos de memoria y en pruebas frontales, asi
como en pruebas cognoscitivas globales. Debi-
do a que las bajas puntuaciones en este tipo de
pruebas neuropsicolégicas en personas con
edad avanzada son predictoras de involucion
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hacia la demencia, nuestros resultados sugieren
que este polimorfismo podria ser un nuevo mar-
cador genético de riesgo en la alteracion cogni-
tiva. Futuros estudios longitudinales con sujetos
MCI son necesarios para investigar si existe una
relacion entre el polimorfismo T102C del recep-
tor BHT2A y parametros de atrofia cerebral en
pacientes con estadios mas avanzados de la
condicion.
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