La proteina del neurofilamento de cadena

liviana sérica es una medida de intensidad de
enfermedad en la demencia frontotemporal

Jonathan D. Rohrer,
PhD

Tone O.C. Woollacott,
MRCP

Katrina M. Dick, BSc

Emilie Brotherhood, BSc

Elizabeth Gordon, MSc

Alexander Fellows, BSc

Jamie Toombs, MSc

Ronald Druyeh, BSc

M. Jorge Cardoso, PhD

Sebastien Ourselin, PhD

Jennifer M. Nicholas,
PhD

Niklas Norgren, PhD

Simon Mead, PhD

Ulf Andreasson, PhD

Kaj Blennow, PhD

Jonathan M. Schott, MD

Nick C. Fox, MD

Jason D. Warren, PhD

Henrik Zetterberg, PhD

Correspondencia y solicitud de
separatas al Dr Rohrer:
j-rohrer@ucl.ac.uk

RESUMEN

Objetivo: Investigar las concentraciones de la proteina del neurofilamento de cadena liviana (NfL) en
suero en la demencia frontotemporal (DFT) y ver si estan asociadas con la severidad de la enfermedad.

Métodos: Se recolectaron muestras séricas de 74 participantes (34 con variante conductual de DFT
[DFTvc], 3 con DFTy enfermedad de motoneuronay 37 con afasia progresiva primaria [APP]) y 28 controles
sanos. Veinticuatro de los participantes con DFT eran portadores de la mutacion patogénica C9orf72 (9),
proteina tau asociada a microtubulo (MAPT; 11) o progranulina (GRN; 4). Las concentraciones séricas de
NfL fueron determinadas con el kit NF-Light transferido a una plataforma de matriz de molécula tnica y
comparadas entre los pacientes con DFT y los controles sanos, y entre los subtipos clinicos y genéticos
de DFT. También evaluamos la relacién entre las concentraciones de NfL y las mediciones cognitivas y el
volumen cerebral.

Resultados: Las concentraciones séricas de NfL fueron globalmente mayores en pacientes con DFT
(media 77,9 pg/mL [DE 51,3 pg/mL]) que en controles (19,6 pg/mL [DE 8,2 pg/mL]; p < 0,001). Las
concentraciones también fueron significativamente mayores en la DFTvc (57,8 pg/mL [DE 33,1 pg/mL]) y
tanto en la variante semantica como en la no fluente de la APP (95,9 y 82,5 pg/mL [DE 33,0 y 33,8 pg/mL],
respectivamente) en comparacion con los controles, y en la variante semdntica comparada con la variante
logopénica de la APP. Las concentraciones fueron significativamente mayores que en los controles tanto
en el subgrupo C9orf72 como en el MAPT (79,2 y 40,5 pg/mL [DE 48,2 y 20,9 pg/mL], respectivamente),
con una tendencia a un nivel mayor en el subgrupo GRN (138,5 pg/mL [DE 103,3 pg/mL]). Sin embargo,
hubo variabilidad dentro de cada grupo. Las concentraciones séricas se correlacionaron particularmente
con la tasa de atrofia del I6bulo frontal (r=0,53; p = 0,003).

Conclusiones: En la DFT se ven concentraciones séricas elevadas de NfL, pero muestran una amplia va-
riabilidad entre cada grupo clinico y genético. Mayores concentraciones pueden reflejar la intensidad de
la enfermedad en la DFT y estan asociadas a una atrofia mas rapida de los lI6bulos frontales. Neurology®
2016;87:1329-1336

GLOSARIO

APP = afasia progresiva primaria; APP-SOE = afasia progresiva primaria sin otra especificacion; APPvnf = variante no fluente de la
afasia progresiva primaria; APPvs = variante semdantica de la afasia progresiva primaria; DFT = demencia frontotemporal; DFTvl =
variante logopénica de la demencia frontotemporal; DFTvc = variante conductual de la demencia frontotemporal; EMN = enfermedad
de neurona motora; GENFI = Genetic Frontotemporal Dementia Initiative (Iniciativa genética de la demencia frontotemporal); NfL =
neurofilamento de cadena liviana; Simoa = Single molecule array (matriz de molécula tnica).

La demencia frontotemporal (DFT) es una causa comin de demencia de comienzo
temprano.! Clinicamente, los pacientes se presentan con cambios en la personalidad
(variante conductual de la DFT [DFTvc]) o con alteraciones del lenguaje (afasia
progresiva primaria [APP]), aunque no es infrecuente la superposicion con la
enfermedad de motoneurona (DFT-EMN).! La DFT tiene una causa genética
autosomica dominante en alrededor de un cuarto de los pacientes, siendo las
mutaciones mas comunes en los genes de la progranulina (GRN), en el marco de
lectura abierta 72 del cromosoma 9 (C9o0rf72, chromosome 9 open reading frame 72),y
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en la proteina tau asociada a microtibulo
(MAPT, microtubule-associated protein
tau).?

Pocos biomarcadores fluidos han sido
investigados en la DFT, aunque ha habido
hasta ahora un numero de estudios de las
concentraciones de neurofilamento en el
LCR.*! Se cree que niveles mayores de
neurofilamento de cadena liviana (NfL)
representarian el grado de degeneracion
axonal,’"” y mientras que los estudios
tempranos muestran variabilidad en las
concentraciones en LCR en la DFT,*'* un
estudio mas reciente ha sugerido que los
niveles de NfL en LCR se correlacionan
con la severidad de la enfermedad."

Hay un considerable interés en desarrollar
biomarcadores en sangre debido a su
conveniencia y mayor aceptabilidad
en relacion con el LCR. El NfL puede
ser medido en suero con formatos de
inmunoensayo estandar,' pero aquellos
basados en métodos de ELISA o
electroquimioluminiscencia no tienen la
sensibilidad analitica para medir niveles
bajos. Por esta razén, desarrollamos
un inmunoensayo basado en la técnica
de matriz de molécula Unica (Simoa,
single-molecule array)'> que permite
la cuantificacion por debajo de las
concentraciones subfemtomolares (< 1
pg/mL) de la sustancia analizada, y es 25
veces mas sensible que el método previo
basado en electroquimioluminiscencia.'®
Utilizando este  ensayo, buscamos
investigar las concentraciones séricas
de NfL en la DFT. Nuestras hipotesis
fueron que la concentracion sérica de NfL
estaria elevada en pacientes con DFT en
comparacién con controles sanos, que
las concentraciones variarian entre los
subgrupos de DFT y que los niveles séricos
elevados de NfL reflejarian la intensidad
de la enfermedad o la tasa de progresion.

METODOS Se reclutaron 74 participantes de for-
ma consecutiva del University College London
FTD study: 34 participantes con DFTvc de acuer-
do con los criterios de Rascovsky,"” 3 participan-
tes con DFT-EMN" y 37 participantes con APP
de acuerdo con los criterios Gorno-Tempini.”” De
los 37 participantes con APP, 13 tenian la varian-
te no fluente (APPvnf), 10 tenian la variante se-
mantica (APPvs), 7 tenian la variante logopénica
(APPv]) y 7 no cumplian criterios para ninguna
de las 3 variantes (APP-SOE, sin otra especifica-
ci6én). No incluimos pacientes que cumplieran
criterios de APPvl en el anilisis de DFT global
porque frecuentemente tienen una enfermedad
de Alzheimer subyacente desde el punto de vista
patologico.? Los datos fueron comparados con
datos de 28 controles sanos pareados segtin sexo
y edad, que habian sido recolectados como parte
de un estudio de enfermedad neurodegenerativa
(tabla 1). Veinticuatro de los participantes con
DFT eran portadores de una mutacion patogé-
nica: 9 con una expansion en el C9orf72 (8 con
DFTvc, 1 con APPvnf), 11 con una mutacién
en MAPT (todos con DFTvc) y 4 con una mu-
tacion en GRN (1 con DFTvc, 1 con APPvnfy
2 con APP-SOE). No se encontraron mutaciones
en los otros participantes. No hubo diferencias
significativas en edad y sexo entre los grupos, y
no hubo diferencias significativas en la duracién
de la enfermedad entre los subgrupos clinicos y
genéticos de DFT.

Aprobaciones estandar del protocolo, registros
y consentimiento de pacientes. Se obtuvo la
aprovacion para este estudio del comité de ética
local, y todos los participantes dieron su consen-
timiento informado por escrito para tomar parte
del estudio.

Medicion de las concentraciones séricas de NfL.
Las muestras de suero fueron recolectadas de
cada uno de los participantes y luego procesadas,
divididas en alicuotas, y congeladas a -80 °C de
acuerdo con los procedimientos estandarizados.
Las concentraciones séricas de NfL fueron medi-
das con el ensayo NF-Light de UmanDiagnostics
(Umead, Suecia) y transferidas a la plataforma Si-
moa con un kit propio (Quanterix Corp, Boston,

( Tabla1 Caracteristicas demograficas de los participantes del estudio

Grupo de enfermedad Controles DFT total DFTvc DFT-EMN
No. 28 67 34 3

Edad, media (DE), afios 63.9(7.2) 64.5(7.9) 63.0(8.3) 65.0 (0.3)
Sexo masculino, % 46,4 61,2 73,5 66,7
Duracién de enfermedad, media (DE), aiios NA 5.5(3.7) 6.2 (4.6) 6.0 (4.6)
NfL sérica, media (DE), pg/mL 19,6 (8,2) 77,9 (51,3) 57,8(33,1) 195,0 (69,9)

)

APPvnf APPvs APPvI APP-SOE
13 10 7 7
67.5(9.7) 65.2 (6.4) 65.6 (5.9) 63.9(5.2)
23,1 60,0 71,4 714
3.8(1.5) 6.0 (2.1) 6.4(2.9) 4.5(2.5)
82,5(33,8) 95,9 (33,0) 49,5(19,4) 91,2 (86,6)

Abreviaturas: APP-SOE = afasia progresiva primaria sin otra especificacion; APPvnf = variante no fluente de la afasia progresiva primaria; APPvs = variante semantica de
la afasia progresiva primaria; DFT = demencia frontotemporal; DFTvl = variante logopénica de la demencia frontotemporal; DFTvc = variante conductual de la demencia
frontotemporal; DFT-EMN = demencia frontotemporal con enfermedad de motoneurona; NA = no aplicable; NfL = neurofilamento de cadena liviana.

La DFT total no incluye la APPvl.
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MA). Las instrucciones detalladas pueden en-
contrarse en la Simoa Homebrew Assay Develop-
ment Guide (Quanterix). En resumen, se activa-
ron tiras carboxiladas paramagnéticas (catdlogo
no. 100451, Quanterix) agregando 5% (vol/vol)
1-etil-3(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 10
mg/mL (no. catdlogo 100022, Quanterix) a una
solucion de tiras magnéticas con 1,4 x 10° tiras/
uL. Luego de una incubacion de 30 minutos a tem-
peratura ambiente, las tiras fueron lavadas con un
separador magnético y un volumen inicial, por
¢j., 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
+ volumen de la solucidén de tiras del paso ante-
rior, se agregaron 0,3 mg/mL de solucién helada
del anticuerpo capturado (UD1, UmanDiagnos-

Figura 1
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Todos los pacientes con DFT genética tuvieron la variante conductual de demencia frontotemporal
(DFTvc), excepto aquellos *con variante no fluente de afasia progresiva primaria (APPvnf) y **con afa-
sia progresiva primaria sin otra especificacion (APP-SOE). DFT-EMN = demencia frontotemporal con
enfermedad de motoneurona; APPvI = variante logopénica de la afasia progresiva primaria; APPvs =
variante semantica de la afasia progresiva primaria.

tics). Luego de 2 horas de incubacion en un mixer
(2000 rpm, Multi-Tube Vortexer, Allsheng, Chi-
na) a temperatura ambiente, las tiras fueron lava-
das, y se agreg6 un volumen de reaccion inicial
de solucién bloqueadora. Luego de 3 lavados, las
tiras conjugadas fueron suspendidas y guardadas
a 4 °C pendientes de analisis. Antes del analisis,
las tiras fueron diluidas a 2500 tiras/uL en un di-
luyente. El anticuerpo detector (1 mg/mL, UD2,
UmanDiagnostics) fue biotinilado agregando 3%
(vol/vol) 3,4 mmol/L EZ-Link NHS-PEG4-Bio-
tin (Quanterix), seguido por una incubacién de
30 minutos a temperatura ambiente. Se removié
la biotina libre por filtracién por centrifugacion
(Amicon Ultra-2, 50 kDa, Sigma, St. Louis, MO),
y el anticuerpo biotinilado fue guardado a 4 °C
pendiente de analisis. Las muestras de suero fue-
ron analizadas en duplicado en un instrumento
Simoa HD-1 (Quanterix) utilizando un protocolo
de ensayo por dilucién en 2 pasos que comien-
za con una aspiracion del diluyente de 100 uL de
tiras conjugadas (2500 tiras/pL), seguido por la
adicion de 20 pL de anticuerpo biotinilado (0,1
pg/mL) y 100 uL de muestra diluida por 4 (o ca-
librador no diluido) al pellet de tiras. Tanto para
las muestras como para el calibrador, se utilizo el
mismo diluyente (solucién salina buffer-fosfato;
0,1% Tween-20; 2% albiimina sérica bovina; 10
pg/mL TRU Block [Meridian Life Science, Inc,
Memphis, TN]). Luego de una incubacién de
cadencia 47 (1 cadencia = 45 segundos), las tiras
fueron lavadas, seguido por la adicion de 100 pL
de B-galactosidasa conjugada con streptavidina
(150 pmol/L, no. catdlogo 100439, Quanterix).
Esto fue seguido por una incubacién de cadencia
7 y un lavado. Antes de la lectura, se agregaron
25 pL de resorufina -D-galactopiranosida (No.
catalogo 100017, Quanterix). La curva del cali-
brador fue construida utilizando el estandar del
ELISA NfL (NF-Light, UmanDiagnostics) en
triplicado. Los limites inferiores de deteccién y
cuantificacion, definidos como la concentracién
derivada de la senal de las muestras blanco (di-
luyente de la muestra) + 3 y 10 DE, fueron 0,97
y 2,93 pg/mL, respectivamente. Para evaluar la
linearidad del ensayo, 6 diferentes muestras fue-
ron analizadas a diluciones por 4- (default), 8-,
y 16-, y el promedio del coeficiente de variaciéon
para la concentracién medida a las diferentes
diluciones fue 11,5%. Todas las muestras fueron
medidas como duplicados. El coeficiente de va-
riacion medio de las concentraciones duplicadas
fue de 4,3%. Ademas, una muestra de control de
calidad fue medida en duplicado en cada una de
las 7 corridas utilizadas para completar el estudio.
El coeficiente de variacion intra-ensayo para esta
muestra fue < 10%. Todas las mediciones fueron
realizadas por técnicos de laboratorio certificados
en una ronda de experimentos utilizando un lote
de reactivos.
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( Tabla 2

Controles

P
DFTvc

P
DFT-EMN

P
APPvnf

P
APPvs

APPvI

P

Comparacion de las concenraciones séricas de neurofilamento de cadena liviana entre los subgrupos de enfermedad y el grupo control

DFTvc
-38,2(5,9)

<0,001

DFT-EMN APPvnf APPvs APPvI APP-SOE
-175,3 (40,4) -62,9 (9,5) -76,2(10,5) -29,9 (7,5) -71,6 (32,8)
0,185 <0,001 0,001 0,053 0,413
-137,2 (40,8) -24,7 (10,9) -38,1(11,9) 83(93) -71,6 (32,8)
0,276 0,308 0,070 0,968 0,413
112,4 (41,5) 99,1 (41,7) 145,4 (41,0) 103,8 (51,9
0,374 0,451 0,248 0,509
-13,3(14,0)) 33,0(11,9) -8,7 (34,0)
0,959 0,136 1,000
46,3 (12,7) 4,7 (34,4)
0,032 1,000
-41,7 (33,5)
0,857

Abreviaturas: APP-SOE = afasia progresiva primaria sin otra especificacién; APPvnf = variante no fluente de la afasia progresiva primaria; APPvs = variante semantica de

la afasia progresiva primaria; DFT = demencia frontotemporal; DFTvI = variante logopénica de la demencia frontotemporal; DFTvc = variante conductual de la demencia
frontotemporal; DFT-EMN = demencia frontotemporal con enfermedad de motoneurona.
Los valores estan dados como diferencia media de la concentracion sérica de neurofilamento entre los grupos (SEM) y se refiere a la comparacién de filas vs columnas.

20

Evaluacion psicométrica. Cuarenta y siete par-
ticipantes tuvieron una evaluaciéon psicométrica
basal, generalmente el mismo dia de las muestras
séricas, pero a un maximo de 6 meses desde el
momento de la recoleccion de muestras (interva-
lo medio 0.0 afios [DE 0.2 afos]): 22 con DFTv,
2 con DFT-EMN vy 23 con APP (9 con APPvnf,
9 con APPvs y 5 con APP-SOE). Veintinueve
participantes tuvieron pruebas psicométricas de
seguimiento con un intervalo de 1.1 afios (DE
0.2 afos): 11 con DFTvc, 2 con DFT-EMN y 16
con APP (5 con APPvnf, 7 con APPvs y 4 con
APP-SOE). Las pruebas incluyeron la Wechs-
ler Abbreviated Scale of Intelligence Vocabulry,
Block Design, Similarities and Matrices subtests
(Escala Abreviada Wechsler de Vocabulario In-
teligente, Diseno de Block, Similitudes y sub
pruebas de Matrices)®; las Recognition Memory
Tests for Faces and Words (Pruebas de Recono-
cimiento de Memoria para Caras y Palabras)®;
la Graded Naming Test (Prueba de Nominacién
Graduada)?; la Graded Difficulty Calculation Test
(Prueba de Calculo de Dificultad Graduada)®; y
la Delis-Kaplan Executive Function System Co-
lor-World Interference Test (Prueba de Funcién
Ejecutiva Delis-Kaplan de Interferencia de Co-
lor-Palabra),* como también el Mini-Mental
State Examination (Examen de Estado Mental
Minimo).”

Analisis de neuroimagenes. A 46 de los parti-
cipantes con DFT se les realizé6 una RM T1 de
encéfalo en un equipo Siemens Trio 3T, general-
mente el mismo dia en el que se tom¢ la mues-
tra sérica, pero a un maximo de 6 meses desde
el momento de la recoleccion de la muestra (in-
tervalo medio 0.0 afios [DE 0.2 afos]): 24 con
DFTvc, 2 con DFT-EMN y 20 con APP (8 con
APPvnf, 8 con APPvs y 4 con APP-SOE). Vein-
tinueve participantes tuvieron una imagen de

Neurology 87 Septiembre 27, 2016

seguimiento a los 1.1 afios (DE 0.4 anos) luego
de la imagen basal: 13 con DFTvc, 2 con DFT-
EMN y 14 con APP (5 con APPvnf, 6 con APP-
vs y 3 con APP-SOE). Los volimenes cerebrales
totales fueron medidos con un método de seg-
mentacion semi-automatico®, calculando las ta-
sas anualizadas de atrofia cerebral total con un
integral de limite desplazado.” Los volimenes
lobares corticales individuales fueron medidos
con un enfoque de segmentacién propagacion
multiatlas, siguiendo el protocolo brainCOLOR
(www.braincolor.org), combinando regiones de
interés para calcular los volumenes de sustancia
gris para cada lobulo.** Las tasas anualizadas
de atrofia lobar fueron calculadas utilizando las
diferencias de los volumenes entre las imagenes
basales y de seguimiento, y dividiéndolo por el
intervalo entre las imagenes.

Analisis estadistico. Las concentraciones séricas
de NfL fueron inicialmente comparadas entre el
grupo control y el grupo de DFT total. El test de
Levene para homogeneidad demostrd varian-
zas no iguales entre estos 2 grupos (estadistica
Levene = 22,8; p < 0,001); por lo tanto, el test ¢
de Welch (sin asumir igual varianza) fue utiliza-
do para comparar los grupos. Los datos de NfL

Tabla3  Comparacion de las concentraciones séricas
de neurofilamento de cadena liviana entre
los subgrupos genéticos y el grupo control

MAPT GRN C9orf72
Control -20,8 (6,5) -118,8(51,7) 59,5 (16,2)
I 0,035 0,277 0,025
MAPT -98,0 (52,0) -38,7(17,3)
P 0,386 0,175
GRN 59,3 (54,1)
P 0,712

Los valores estan dados como diferencia media de la concentra-
cion sérica del neurofilamento entre los grupos (SEM) y se refiere
a la comparacion de filas vs columnas



Tabla 4
demencia frontotemporal

Mediciones cognitivas
Participantes, n
MMSE
WASI vocabulario
WASI disefio en bloque
WASI similitudes
WASI matrices
RMT caras

RMT palabras

Caracteristicas cognitivas y de imagen de los participantes del estudio de

Basal, media (DE) Longitudinal, media (DE)

Prueba graduada de nominacién
Prueba de calculo dificil graduada

Prueba de interferencia color-palabra

D-KEFS

Mediciones de imagen
Participantes, n
Cerebro completo
Frontal
Temporal
Parietal
Occipital
insula

Cingulo

47 29
23,8(5,7) -1,7 (5,0)
4444 -0,9 (2,9)
8,7 (4,3) -0,4 (2,6)
5,9 (4,3) -1,5(3,1)
9,4 (4,3) 0,1(2,6)
52(4,1) -0,93,7)
6,1(4,5) -1,5(4,1)
4,2 (4,4) -1,7 (3,0
7.8(5,0) -0,9 (2,4)
6,1(5,1) -1,7 (2,5)
46 29

72,6 (5,0) 1,9(1,5)
10,4 (1,0) 2,2(27)
7,0(0,9) 2,7 (24)
6,0 (0,5) 1,2(2,9)
4,9 (0,4) 0,7 (2,5)
0,8(0,1) 2,6 (2,6)
1,6 (0,1) 1,2(2,0)

Abreviaturas: D-KEFS = Sistema de Funcion Ejecutiva Delis-Kaplan; MMSE = Examen de Estado Men-
tal Minimo; RMT = Prueba de Reconocimiento de Memoria; WASI = Escala de Inteligencia Abreviada

Wechsler.

Las mediciones cognitivas basales con puntajes estandar, excepto el MMSE (sobre 30). Los puntajes
cognitivos longitudinales son el cambio anualizado en el puntaje estdndar (o cambio en el puntaje
de MMSE); un puntaje negativo es un descenso del puntaje. Los volimenes cerebrales basales estan
expresados como un porcentaje del volumen intracranial total (medido en Mapeo de Parametros Es-
tadisticos [SPM12]). Las mediciones de imagen longitudinales son tasas de atrofia anualizadas (%).

sérica tuvieron una distribucion normal (test
Kolmogorov-Smirnov), por lo cual se utilizé un
andlisis de varianza para comparar las concentra-
ciones séricas medias de NfL a través de cada uno
de los subgrupos clinicos (DFIvc, DFT-EMN,
APPvnf, APPvs, APPvl y APP-SOE) y a través
de los subgrupos genéticos de DFT (MAPT, GRN
y C9orf72), y para comparar cada uno de estos
subgrupos con el grupo control. Para permitir
una varianza desigual, se utilizé la correccién
de Games-Howell para comparaciones post hoc
de a pares entre grupos. Los mismos métodos
estadisticos fueron también utilizados para com-
parar niveles de NfL entre los subgrupos genéti-
cos y entre cada uno de estos grupos y el grupo
control. El coeficiente de correlacion de Pearson
fue utilizado para examinar la asociacién entre
las concentraciones séricas de NfL y cada una de
las mediciones cognitivas y de imagen (con la co-
rreccién de Bonferroni para las comparaciones
multiples evaluadas, por ej., p < 0,005 para las
mediciones cognitivas y p < 0,007 para las medi-
ciones de imagen).

RESULTADOS Las concentraciones séricas de NfL
en los grupos control y el total de las DFT y en
cada grupo subclinico se muestran en la tabla 1.

El valor mas bajo de concentracion sérica de NfL
en el estudio (7,2 pg/mL) fue bastante mayor a
los limites inferiores de deteccion y cuantifica-
cién del ensayo. Las concentraciones séricas de
NfL fueron significativamente mayores en el gru-
po de DFT total vs controles (media 77,9 pg/mL
[DE 51,3 pg7mlL] y 19,6 pg/mL [DE 8,2 pg/mL]
respectivamente; diferencia media = 58,3 pg/mL,
intervalo de confianza del 95% 45,4-71,1; p <
0,001). Para distinguir las DFT de los controles,
un punto de corte de 33 pg/mL dio una sensibi-
lidad del 84% y una especificidad del 96%. Las
concentraciones séricas de NfL también fueron
significativamente mayores en la mayoria de los
subgrupos clinicos de DFT en comparacién con
el grupo control (estadistica Welch = 25,1; df 5,
13,2; p < 0,001) (figura 1A, tabla 2). Compara-
das con los controles, las concentraciones séricas
de NfL fueron mayores en pacientes con DF-
Tvc, APPvnf y APPvs. Aunque los pacientes con
DFT-EMN tuvieron concentraciones séricas me-
dias de NfL mayores que los controles (y todos
los otros grupos), esta diferencia no alcanzo a ser
estadisticamente significativa, posiblemente por
el tamafno de la muestra del grupo DFT-EMN.
Las concentraciones séricas de NfL no fueron
significactivamente diferentes entre cualquiera
de los subgrupos clinicos de DFT, aunque hubo
una tendencia (no significativa) hacia un mayor
nivel en los pacientes con APPvs en comparacién
con los pacientes con DFTvc (diferencia media =
38,1; p = 0,070). Hubo un nivel significativamen-
te mayor en los pacientes con APPvs en compa-
racién con los APPvI (diferencia media = 46,3; p
=0,032).

Las concentraciones medias de NfL fueron ma-
yores en cada uno de los subgrupos genéticos
que en los controles (figura 1B, tabla 3): 138,5 pg/
mL (DE 103,3 pg/mL) en mutaciones de GRN,
79,2 pg/mL (DE 48,2 pg/mL) en mutaciones de
C90rf72y 40,5 pg/mL (DE 20,9 pg/mL) en muta-
ciones de MAPT. Sin embargo, solo el subgrupo
MAPT (diferencia media de los controles= 20,8;
intervalo de confianza del 95% = 1,4-40,3; p =
0,035) y el subgrupo C9orf72 (diferencia media
de los controles = 59,5; intervalo de confianza del
95% = 8,0-111,0; p = 0,025) fueron significativa-
mente diferentes, con la falta de diferencia en el
subgrupo GRN posiblemente debida al pequeno
tamano de la muestra (tabla 3). A pesar de los ni-
veles medios de NfL aparentemente mayores en
las mutaciones GRN y C9orf72 en comparacién
con las MAPT, no hubo una diferencia significa-
tiva en los niveles entre los subgrupos genéticos
(tabla 3).

Las mediciones basales y longitudinales cogniti-
vas y de imagen se muestran en la tabla 4. Las
concentraciones séricas de NfL se correlacionan
con las mediciones basales de disfuncién ejecuti-
va (similitudes de la Wechsler Abbreviated Scale
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of Intelligence —Escala de Inteligencia Abreviada
Wechsler- [r = -0,32; p = 0,03] y Delis-Kaplan
Executive Funtion System Color-Word Interfe-
rence ink color naming task -Sistema de Funcién
Ejecutiva Delis-Kaplan Interferencia Color-Pala-
bra tarea de nombramiento color- [r=-0,35; p =
0,03]), pero no con otras pruebas psicométricas
basales o cambios longitudinales en las medicio-
nes psicométricas. Sin embargo, ninguna medi-
cién cognitiva sobrevivié a la correcciéon para
multiples comparaciones. Tampoco hubo corre-
laciones significativas con los volimenes cere-
brales basales. Sin embargo, los niveles séricos de
NfL estuvieron correlacionados con las tasas de
atrofia del cerebro completo (r = 0,46; p = 0,01),
el l6bulo frontal (r = 0,53; p = 0,003; figura 2) y el
l6bulo parietal (r = 0,38; p = 0,04), aunque no con
otras tasas de atrofia lobar. Solo la correlacién
con la tasa de atrofia del l6bulo frontal sobrevivio
a la correccién para maltiples comparaciones.

DISCUSION Utilizando un inmunoensayo ultra-
sensible, mostramos que las concentraciones sé-
ricas de NfL estdn aumentadas en la DFT y que
mayores concentraciones estdn asociadas con
tasas mds rapidas de atrofia cerebral. Estos ha-
llazgos sugieren que las concentraciones séricas
de NfL reflejan la intensidad de la enfermedad
en la DFT y que mayores concentraciones estan
asociadas con una progresion mas rapida de en-
fermedad. Dentro de los subtipos de DFT, hubo
una tendencia de mayores niveles en grupos con
probable patologia TDP-43 (clinicamente APPvs
y DFT-EMN, genéticamente mutaciones en GRN
y C9orf72) que en aquellos asociados a patolo-
gia tau (mutaciones en MAPT), aunque hay una
sustancial variabilidad en todos los grupos. Con
un limite inferior de cuantificacion de 0,26 pg/
mL, todas las muestras, incluidas aquellas de los
controles normales, pudieron ser cuantificadas
de forma confiable, lo cual es una ventaja frente
a estudios previos de NfL sérica en otras condi-
ciones. #3032

Los resultados de este estudio son consistentes
con aquellos encontrados en estudios previos de
concentraciones de NfL en LCR en DFT: los ni-
veles son consistentemente mayores en pacientes
con DFT*! y tienden a ser mayores en aquellos
con probable patologia TDP-43."*"'Ciertamente
para la DFT genética, para la cual las mutaciones
en GRN y C9orf72 estan asociadas con patologia
TDP-43, esto es consistente con una progresion
mas rapida (y menor duracién de enfermedad)
vista en muchos pacientes dentro de estos 2
grupos de mutaciones (independientemente del
sindrome clinico) en comparacién con la relati-
vamente mas lenta progresion de pacientes con
mutaciones en MAPT (que estd asociada con pa-
tologia tau).” Un estudio previo también sugiri6
una correlacion del NfL en LCR con las medicio-
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nes de severidad de la enfermedad y, consistente
con nuestro estudio, mostré una asociacién de
los niveles con la atrofia lobar frontal."!
Encontramos que los niveles séricos de NfL es-
tuvieron correlacionados con la tasa de atrofia
cerebral subsecuente, pero no con los volumenes
cerebrales basales. Las mediciones de atrofia ce-
rebral son posiblemente mejores medidas de in-
tensidad de enfermedad que una tinica medicién
de los volumenes de cerebro completo o lobares,
que reflejan la duracién de la enfermedad y la va-
riacién normal, como también la actividad de la
enfermedad. Los niveles séricos de NfL se corre-
lacionaron con las mediciones basales de funcion
ejecutiva, pero no con las mediciones longitudi-
nales. Un nimero de pacientes tuvo puntajes cer-
canos al minimo en las tareas ejecutivas basales;
por lo tanto, hay menor habilidad de medir la
progresion cuando dichas mediciones son eva-
luadas longitudinalmente.

Sera importante investigar pacientes en diferen-
tes estadios de la enfermedad porque esto puede
influir en la asociacion entre el NfL y las tasas de
atrofia. El estudio de la Iniciativa de Demencia
Frontotemporal Genética (GENFI, Genetic Fron-
totemporal Dementia Initiative)(www.genfl.org.
uk) mostro recientemente que las tasas patologi-
cas de atrofia cerebral parecen empezar hasta 10
afios antes del inicio de los sintomas, pero que
son variables entre las diferentes mutaciones ge-
néticas.” Si las concentraciones séricas de NfL
representan mediciones de intensidad de enfer-
medad, entonces hariamos la prediccién de que
los niveles deberian empezar a aumentar alrede-
dor de 10 afios antes del inicio y pueden aportar
un marcador no invasivo util de la proximidad
del inicio de los sintomas.

Hay un niimero de limitaciones en este estudio.
En particular, la mayoria de los pacientes no tu-
vieron confirmacién patolégica de su enferme-
dad, y futuros estudios deberian investigar los
niveles séricos de NfL en diferentes anatomias
patoldgicas de DFT. Aunque hay un nimero re-
lativamente grande de casos para un estudio de
una enfermedad tan rara como la DFT, los nu-
meros individuales de cada subgrupo son peque-
nos (particularmente del grupo DFT-EMN), y
seria util para futuros estudios investigar grupos
mayores de los subtipos individuales clinicos y
genéticos. Las mediciones clinicas de estadifica-
cion de enfermedad en DFT han sido disenadas
recientemente (como el Puntaje de Degeneracién
Frontotemporal Lobar-Demencia Clinica* y la
Escala de Puntaje de Demencia Frontotempo-
ral®*) y no estaban disponibles para esta cohorte;
serd importante para estudios futuros comparar
esas mediciones con los niveles séricos de NfL.
Mayores concentraciones séricas de NfL estan
asociadas con una atrofia cerebral mas rdpida
y pueden, por lo tanto, reflejar la intensidad de



la enfermedad en la DFT. Debido a que obtener
muestras de sangre es menos invasivo y mejor
aceptado que la puncién lumbar, el NfL sérico
puede aportar informacién prondstica impor-
tante y ser una medida de resultado util para
ensayos clinicos en DFT. Sin embargo, se reque-

Comentario:
“Si lo puedes medir, lo puedes probar” (Lord Kelvin)

En la practica clinica, la discapacidad y su progresion son notablemente
dificiles de cuantificar, aumentando la necesidad de biomarcadores solubles
confiables de dano neuroaxonal. El neurofilamento de cadena liviana (NfL)
es una proteina andamio del citoesqueleto neural, con importantes roles en
la ramificacion y crecimiento axonal y dendritico. Luego del dafio neuronal,
los niveles de NfL en el LCR aumentan y, por lo tanto, son considerados un
biomarcador de dafio axonal en tiempo real, altamente especifico.

En el caso del NfL sérico, una tecnologia de matriz de molécula unica
mejora sustancialmente la sensibilidad analitica a un punto en el cual las
mediciones en sangre pueden ser usadas como puntos finales sustitutos
en ensayos de neuroproteccion o incluso en la practica diaria en un futuro
relativamente cercano.”? El ensayo ultrasensible utilizado por Rohrer y
colegas' permitié mediciones de NfL confiables en todas las muestras séricas,
incluyendo los controles sanos, un paso gigante para un biomarcador que
es independiente del LCR y, por lo tanto, aplicable en un contexto clinico
de rutina. Mas atn, los autores encontraron que su ensayo es cuantitativo:
concentraciones mayores estuvieron asociadas con un curso mas rapido de
atrofia del lobulo frontal (r = 0,53; p = 0,003).! Una fuerte correlacion entre
los niveles de NfL en LCR y sangre ha sido demostrada de forma convincente
a través de un numero de enfermedades neuroldgicas, por lo que la ausencia
de datos en LCR en este estudio no limita la relevancia de los hallazgos.

Rohrer y colegas' aportan fuerte evidencia apoyando el rol potencial del
NfL sérico como un marcador de progresion de enfermedad en la demencia
frontotemporal. Sus resultados estdn en linea con hallazgos recientes en
modelos experimentales de ratones con enfermedades neurodegenerativas
proteopiticas (tau, B-amiloide y a-sinucleina) en las cuales los niveles de NfL
en LCR y plasma fueron respondedores a la manipulacién experimental o a
la terapia especifica.’ Futuros estudios en cohortes mayores de pacientes bien
caracterizados se necesitan para caracterizar mejor el NfL como biomarcador
primario para predecir y monitorear la progresion de la enfermedad y
evaluar las respuestas al tratamiento.
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riran mas estudios para entender los factores que
afectan la variabilidad de las concentraciones de
NfL y para determinar si puede ser una medida
util en pacientes individuales.
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