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l. Glosario de abreviaturas

AP 1-42 Isoforma de 42 aminoacidos de la proteina beta-amiloide

ADL Actividades de la vida diaria (Activities of Daily Living)
APOE Gen de la apolipoproteina E

APP Afasia primaria progresiva

APNF Afasia progresiva no-fluente

BDAE Bateria de Boston para el diagndstico de la afasias (Boston Diagnosis Aphasia
Examination battery)

BNT Test de denominacion de Boston (Boston Naming Test)

CERAD Consorcio para el establecimiento de un registro de la en-
fermedad de Alzheimer (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease)

CHMP2B Gen de charged multivesicular body protein 2b

CI90RF72 Chromosome 9 open reading frame 72

DCB Degeneracion cortico-basal

DCL Demencia con cuerpos de Lewy

DLFT Degeneracion lobular frontotemporal

DFT-ELA Demencia frontotempotal asociada a esclerosis lateral amiotréfica
DS Demencia semantica

DSHHD Demencia sin hallazgos histopatologicos distintivos

EA Enfermedad de Alzheimer

ELA Esclerosis lateral amiotrofica

ELISA Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay)

FUS Gen de fused in sarcoma

GRN Gen de progranulina
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LCR Liquido cefalorraquideo

MMSE Mini examen del estado mental (Mini Mental State Examination)

PALS Escala de lenguaje para la afasia progresiva (Progressive Aphasia Language Scale)
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PET Tomografia de emision de positrones (Positron Emission Tomography)

PSP Paralisis supranuclear progresiva

P-tau  Tau fosforilada en el epitopo treonina 181

RM Resonancia magnética

SCB Sindrome cortico-basal

SPECT Tomografia simple de emision de positrones (Single Photon Emission Computed
Tomography)

SPSP Sindrome de paralisis supranuclear progresiva
TARDBP Gen de transactivation response DNA-binding protein
T-tau Tau total

UPDRS Escala unificada para la evaluacién de la enfermedad de Parkinson (Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale)

VBM Morfometria basada en voxel (Voxel Based Morphometry)
vcDFT o DFT Variante conductual de demencia frontotemporal

VCP Gen de valosin-containing protein
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Il. Introduccion

1. Definicién de la afasia primaria progresiva y
antecedentes histéricos

La afasia primaria progresiva (APP) es un trastorno neurodegenerativo, inicialmente
focal, caracterizado por una alteraciéon aislada del lenguaje. Su curso evolutivo, acorde
con su naturaleza neurodegenerativa, es insidiosamente progresivo y otros dominios
extralingiiisticos se afectan con la progresion de la enfermedad (Mesulam, 2003). Ademas,
los pacientes pueden desarrollar sintomas conductuales o trastornos motores, ya sea
bajo el fenotipo clinico de un sindrome parkinsoniano atipico o el de una enfermedad de
motoneurona. Sin embargo, el lenguaje continda siendo el dominio mas alterado y el que
progresa mas rapidamente durante todo el curso evolutivo de la enfermedad (Libon et al.,
2009).

Arnold Pick (Pick, 1892) fue el primer autor que realizd, hace mas de un siglo, una
descripcion neuropatolégica, de un paciente con un declinar progresivo del lenguaje,
aunque en el contexto de un importante trastorno conductual. El paciente, varon de 71
afios, inicialmente presenté una afasia sensorial transcortical y su estudio neuropatol6gico
revel6 una atrofia circunscrita del 16bulo temporal y los dos tercios posteriores del 16bulo
frontal del hemisferio izquierdo.

Un afio después, Sérieux (Sérieux, 1893) describio el primer paciente con un trastorno
aislado del lenguaje, de inicio a los 47 afios, caracterizado por dificultad para entender
palabras. Su estudio neuropatologico revel6 una severa atrofia bitemporal (Dejerine, 1897).
A principios del siglo XX se siguieron publicando casos clinicos con una alteracion del
lenguaje como sintoma inicial y relativamente aislado de un proceso neurodegenerativo
subyacente (Franceschi, 1908; Mingazzini, 1914). Curiosamente, el primer paciente que
describié Alois Alzheimer, también por aquel entonces, presentd, entre otros sintomas
cognitivos, una afasia y se sugirié que la afectacion del lenguaje también podria ser uno
de los sintomas de la demencia que lleva el nombre de este autor (Alzheimer, 1907).
Actualmente se reconoce que la enfermedad de Alzheimer (EA) tiene presentaciones
focales y puede manifestarse inicialmente como un trastorno aislado, no sélo del lenguaje,
sino también, disejecutivo o visuoperceptivo/visuoespacial (Alladi et al., 2007).

El renaciente interés en las demencias con afectacion del lenguaje surgié en 1982, tras
la descripcion de seis casos clinicos realizada por el doctor Marcel Mesulam (Mesulam,
1982). Cinco de estos pacientes tenian una afasia anémica progresiva con una atrofia
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selectiva perisilviana izquierda en la resonancia magnética (RM). En esta publicacion, estos
pacientes fueron presentados como una afasia lentamente progresiva (slowly progressive
aphasia). Sin embargo, posteriormente, este mismo autor acufié el actual término de APP
para referirse a este sindrome clinico y diferenciarlo de otras demencias, principalmente de
la EA (Mesulam, 1987).

Los pacientes descritos inicialmente por el doctor Mesulam, ademas de presentar una
llamativa anomia, tenian un lenguaje espontaneo hipofluente y cometian frecuentes errores
gramaticales. Esta forma de manifestarse un trastorno del lenguaje fue mas tarde presentada
como una afasia progresiva no-fluente (APNF) por el doctor Murray Grossman (Grossman et
al., 1996). Este autor describio tres pacientes con un lenguaje empobrecido gramaticalmente
y una atrofia fronto-temporal izquierda en la RM. El estudio neuropatolégico, segun la
clasificacion vigente en aquel momento, fue de demencia sin hallazgos histopatologicos
distintivos (DSHHD).

En los afios setenta, la profesora Elizabeth Warrington describi6 tres pacientes con una
pérdida aislada y progresiva del conocimiento del significado de las palabras, atribuida a
una afectacion selectiva de la memoria semantica (Warrington, 1975). Esta condicion fue
igualmente descrita por otros autores (Basso et al., 1988) y relacionada con el sindrome
clinico de APP (Poeck y Luzzatti, 1988). Posteriormente, la doctora July Snowden la
renombré como demencia semantica (DS) (Snowden et al., 1989). Una caracterizacion
clinica y anatdémica mas completa de la DS llegé unos afios mas tarde de la mano del doctor
John Hodges (Hodges et al., 1992). Este autor describié cinco pacientes con una severa
anomia y alteracion de la comprension de palabras aisladas cuya RM mostré una atrofia
selectiva temporal izquierda.

Afios mas tarde, la APNF y la DS se incluyeron entre los sindromes clinicos de
presentacién de la degeneracion lobular frontotemporal (DLFT), estableciéndose criterios
diagnosticos de consenso para su uso en investigacion (Neary et al., 1998). También en
los noventa, se describié un nuevo sindrome clinico relacionado con la APP: la afemia
progresiva o anartria lentamente progresiva (Cohen et al., 1993; Broussolle et al., 1996),
un trastorno de la programacién motora del habla, sin ningin otro dominio lingiiistico
o extralingiiistico alterado inicialmente. La neuroimagen estructural y funcional reveld
una afectacion frontal postero-inferior del hemisferio izquierdo. Este mismo trastorno,
pero bajo el término de apraxia del habla, también se describi6 en casos con confirmacion
neuropatologica de degeneracion cortico-basal (DCB) (Rosenfield et al., 1991). En algunos
pacientes con PNFA, la descripcion de un lenguaje espontaneo laborioso y distorsionado,
también sugeria una apraxia del habla asociada (Hodges y Patterson, 1996).
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Posteriormente, Kertesz y col intentaron mejorar la caracterizacion de la afectacion del
lenguaje en la EA y diferenciar los pacientes con APP y EA basandose en las caracteristicas
del lenguaje, cognitivas y de neuroimagen estructural (Kertesz et al., 2003). En su estudio,
describieron una forma de APP “logopénica”, caracterizada por dificultad para evocar
palabras con conservacion de los aspectos sintacticos y fonéticos del lenguaje. Los autores
sugirieron que, aunque la diferenciacion de la APP en los subtipos afémico, agramatico,
semantico y logopénico era de utilidad clinica, alguno de ellos podria representar distintos
momentos evolutivos de la misma enfermedad.

El grupo de la doctora Maria Luisa Gorno-Tempini presenté una mejor descripcion de
la variante logopénica poco tiempo después (Gorno-Tempini et al., 2004). En su trabajo
analizaron las caracteristicas del lenguaje, cognitivas y la atrofia cerebral de las tres
principales variantes de APP (APNF, DS y afasia logopénica). Sin embargo, la explicacion
patofisiologica de los sintomas neurolingiiisticos de cada variante de APP no se analiza en
dicho trabajo y todavia hoy resulta controvertida.

Otros grupos de investigacion (Rohrer et al., 2008a; Deramecourt et al., 2010) han
descrito otras variantes clinicas de APP de uso mas restringido en la literatura.

En los ultimos afios se han realizado multiples estudios de correlaciones clinico-
radiologicas y clinico-patolégicas de los sintomas neurolingiiisticos y las variantes
clinicas de APP. Su objetivo ha sido estudiar la fisiopatologia de los mismos e identificar
biomarcadores que predigan las alteraciones bioquimicas subyacentes en cada variante
clinica de APP. Los resultados de estos estudios se explicaran con mas detalle en apartados
posteriores.

2. El diagnéstico y la caracterizacidn clinica de la afasia
primaria progresiva

El diagnostico del sindrome clinico de APP requiere, que el sintoma inicial sea una
alteracion aislada del lenguaje, ya sea en su expresion (oral o escrita) y/o en la comprension
(auditiva o lectora) (Mesulam, 2001). Ademas, se deben descartar otras entidades que
también ocasionan afasia (ictus, tumores, traumatismos craneoencefalicos...) asi como
trastornos psiquidtricos u otras demencias con afectacion de otros dominios cognitivos
y/o conductual. Segun se especifica en los actuales criterios diagnésticos, los casos de
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disfonia aislada o alteraciones del lenguaje repetitivas, como la palilalia o la ecolalia,
deben excluirse del diagnostico por no considerarse alteraciones primariamente lingiiisticas
(Gorno-Tempini et al., 2011). Por otro lado, las actividades de la vida diaria (ADL) han
de estar preservadas en los estadios iniciales de la APP, con la excepcion de aquellas que
pueden estar afectadas directamente por la alteracion del lenguaje como, por ejemplo, el
uso del teléfono.

La realizacion de test neuropsicologicos estandarizados que caractericen el déficit del
lenguaje, es imprescindible para el diagnostico de APP (Weintraub et al., 1990; Mesulam,
2001). Sin embargo, muchos de éstos se basan en instrucciones y en respuestas verbales y
su interpretacion debe ser cautelosa para no concluir errébneamente que algunos dominios
extralingiiisticos estan afectos. Por ejemplo, aunque la APP puede afectar la memorizacion
de listas de palabras o la resolucién de determinadas tareas, los pacientes no suelen tener
problemas recordando acontecimientos diarios o realizando sus actividades cotidianas,
indicando que tanto la memoria episddica como las funciones ejecutivas estan intactas
(Wicklund et al., 2007).

La mayoria de los pacientes con APP manifiestan como sintoma inicial dificultad para
encontrar la palabra adecuada, un sintoma de causa heterogénea -pues depende de diversos
procesos cognitivos- y que entrafia un reto diagnostico. En primer lugar, se debe intentar
clarificar a qué exactamente se refiere el paciente o el familiar al manifestar dificultad para
“encontrar” las palabras. Frecuentemente, esta expresion es utilizada para referirse, por
ejemplo, a una dificultad para “acordarse” de los nombres de personas, sintoma relacionado
con la alteracién de la memoria episédica. Por el contrario, el problema subyacente a la
queja de dificultad para encontrar las palabras es un defecto primariamente lingiiistico.
Igualmente, es importante contextualizar este sintoma dentro del nivel educativo o
habilidades cognitivas premorbidas de cada individuo.

Los pacientes con APP tienen habitualmente un adecuado insight y capacidad de
razonamiento. En muchas ocasiones, antes de que los déficits sean objetivos y cuantificables,
es el propio paciente quien es consciente de sus dificultades. Este estadio “prodromico”
de la enfermedad puede durar hasta un afio (Rogalski y Mesulam, 2009). Conforme la
enfermedad evoluciona, debido a sus importantes limitaciones comunicativas, los pacientes
con APP se pueden ver progresivamente desplazados de la practica de determinadas
actividades fisicas o intelectuales y muchos de ellos desarrollan un sindrome depresivo.
De hecho, la evaluacion de la escala geriatrica de depresion en pacientes con APP, mostro
que la mayoria puntuaban en el item de aislamiento social (Banks et al., 2006). Por otro
lado, la cantidad de sintomas depresivos relatados por los pacientes depresivos con APP,
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correlaciona positivamente con la severidad de la anomia en la evaluacion neuropsicologica
(Medina y Weintraub, 2007). Dado que la integridad psicolégica de estos pacientes puede
verse afectada, es aconsejable, por tanto, una valoracion de sintomas neuropsiquiatricos y
tratamiento antidepresivo cuando sea necesario.

Durante mas de dos décadas los pacientes con APP se clasificaron de forma dicotémica
entre afasia “no fluente” (o APNF) y afasia “fluente” (o DS), de forma analoga a la
clasificacion de las afasias de etiologia vascular en los tradicionales subtipos “no fluente”
y “fluente” (Goodglass y Kaplan, 1983). Sin embargo, el término “fluencia”, denota
una tarea multidimensional y abarca aspectos diversos como la longitud de las frases, la
estructura sintactica, la agilidad articulatoria, la prosodia (Goodglass et al., 1964; Hillis,
2007) o las pausas de busqueda para encontrar la palabra adecuada (Gorno-Tempini et al.,
2004). La “fluencia”, ademas, varia a lo largo del curso evolutivo de la APP (Kertesz et
al., 2003) y también lo hace segun el tipo de tarea que se le pida realizar al paciente. En
conclusion, aunque aludir a la “fluencia” del lenguaje parezca ttil a primera vista a nivel
descriptivo, este término supone una simplificacion de una amplia fenomenologia clinica y
es potencialmente erréneo, en tanto que dificilmente cuantificable, a la hora de categorizar
un trastorno del lenguaje.

La mejor forma de describir un trastorno del lenguaje es caracterizar todas las variables
que lo componen:

1. La capacidad para iniciar una conversacion y generar un mensaje.

2. El contenido conceptual del mensaje emitido.

3. El vocabulario empleado y la habilidad de denominar objetos a partir de
descripciones verbales o al visualizarlos en una lamina.

4. La compresion de palabras aisladas y de frases.

5. La estructura gramatical del mensaje y su aspecto fonologico.

6. La capacidad para repetir silabas aisladas, palabras y frases.

7. La programacion motora del habla (iniciacion, errores fonéticos, distorsiones,
prolongacion de los sonidos, autocorrecciones y cambios en la prosodia).
8. La lectura.

9. La escritura.

10. La capacidad de deletrear.
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La actual clasificacion diagnéstica de las variantes de APP, como se explicara a
continuacion, esta basada en la identificacion de la presencia o ausencia de determinadas
variables neurolingiiisticas para cada variante (Gorno-Tempini et al., 2011). El grupo
del profesor Hodges, siguiendo estas directrices, desarroll6 la escala de lenguaje para la
afasia progresiva (Progressive Aphasia Language Scale, PALS), una escala que identifica
las caracteristicas neurolingiiisticas fundamentales para subclasificar correctamente a
los pacientes con APP (Leyton et al., 2011). La aplicacion de esta escala condujo a la
elaboracion de un algoritmo diagnostico de la APP basado en cuatro caracteristicas claves:
comprension de palabras aisladas, agramatismo, apraxia del habla y repeticién de frases.
En 44 de los 47 pacientes (94%) con APP evaluados con la PALS hubo concordancia
entre el diagnostico clinico obtenido mediante este sencillo algoritmo y el diagndstico
clinico emitido por un neur6logo especialista en las APP basandose en los actuales criterios
diagnosticos.

3. Variantes clinicas de la afasia primaria progresiva y
criterios diagnoésticos actuales.

La mayoria de los autores, basandose en las caracteristicas neurolingiiisticas citadas
anteriormente y del lenguaje espontaneo, coinciden en identificar tres variantes principales
de APP: la APNF, la DS y la afasia logopénica. Sin embargo, otras variantes también han
sido ampliamente descritas (Costello y Warrington, 1989; Silveri et al., 2003; Gallassi
et al., 2011; Pérez et al., 2013). Asi, el grupo del University College of London, propuso
clasificar la APP en ocho sindromes clinicos: afasia dindmica, disartria progresiva, apraxia
del habla progresiva, APNF, anomia progresiva, afasia logopénica, afasia mixta progresiva
y DS (Rohrer et al., 2008a). Por su parte, el grupo francés del Memory Clinic de Lille,
clasificé una cohorte de APP con confirmacién neuropatolégica en seis sindromes clinicos
diferentes: anartria progresiva, afasia agramatical progresiva, afasia logopénica progresiva,
jergafasia progresiva, demencia semantica tipica y demencia semantica atipica. Este grupo
estableci6 ademas una correlacion entre cada subtipo clinico de APP con la proteinopatia
subyacente correspondiente (Deramecourt et al., 2010).

Los sucesivos intentos de agrupar la APP en subtipos clinicos identificables no han
de considerarse meramente descriptivos. Su finalidad ultima es identificar mediante
caracteristicas clinicas el substrato neuropatologico subyacente en cada variante, es decir,
la enfermedad que causa los sintomas y con ello, establecer un tratamiento y prondéstico
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mas certeros. Sin embargo, este objetivo, aunque resulta posible en determinados casos
individuales, entrafia varias dificultades. Por un lado, algunos pacientes presentan
caracteristicas clinicas mixtas, solapandose rasgos lingiiisticos de mas de una variante de
APP. Ademas, estudios de correlacion clinico-patologica, evidencian diversidad de patrones
anatémicos e histopatolégicos en cada una de estas variantes (Kertesz et al., 2005; Knibb
et al., 2006; Mesulam et al., 2008). Otra dificultad radica en las diferentes terminologias
utilizadas por los distintos grupos de investigacion, pues la ausencia de una clasificacion
universalmente aceptada dificulta la comparacion de resultados y la interpretacion de los
estudios de neuroimagen y neuropatolégicos de cada centro investigador.

En 2011, un grupo de expertos internacionales en APP, consensuaron unos criterios
clinicos de investigacion comunes para el diagnéstico de las tres principales variantes
de APP: la variante no fluente/agramatical (APP-vnf, anteriormente APNF), la variante
semantica (APP-vs, anteriormente DS) y la variante logopénica (APP-vl o variante
fonolégica) (Gorno-Tempini et al., 2011). Los criterios diagnoésticos clinicos de las tres
variantes se resumen en la tabla 1.

La APP-vnf se caracteriza por agramatismo y/o una apraxia del habla. El agramatismo se
manifiesta inicialmente en la omision de morfemas gramaticales. Conforme la enfermedad
evoluciona, las frases se acortan y el lenguaje se vuelve telegrafico hasta que los pacientes
acaban finalmente mutistas. La apraxia del habla, un trastorno de la programacién motora
del habla, ocasiona frecuentes errores (parafasias) fonéticos, consistentes en distorsiones,
delecciones, sustituciones, inserciones o transposiciones de los sonidos (Ogar et al., 2005;
Ogar et al., 2007). Los pacientes realizan sucesivas autocorrecciones, pues son plenamente
conscientes de que los sonidos emitidos son defectuosos e intentan corregirlos. De la misma
forma, el ritmo, la acentuacion y entonacion del habla, es decir, la prosodia, también esta
afectada. Estas caracteristicas hacen que el mensaje trasmitido sea dificil de entender para
el interlocutor. Por otra parte, en la APP-vnf también hay una afectacion de la codificacion
fonolodgica y los pacientes pueden cometer errores (parafasias) fonol6gicos. Tipicamente
estos pacientes se benefician de pistas fonéticas en la evaluacion formal del lenguaje, es
decir, de que el examinador desvele la letra inicial de la palabra diana (Rohrer et al., 2008a).

Algunos estudios han sefialado una mayor afectaciéon en la denominacion de verbos
versus sustantivos en la APP-vnf (Hillis et al., 2002). El mecanismo subyacente, objeto de
debate, parece ser una doble afectacion a nivel lingliistico o primariamente verbal, como
a un nivel mas amplio semantico/conceptual, que afectaria al conocimiento de acciones
versus objetos (Bak et al., 2003).
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Tabla 1. Criterios clinicos diagnésticos de las tres variantes de APP.

1. Afectacion de la
comprension de frases
sintacticamente complejas

2. Comprension de
palabras aisladas
respetada

3. Reconocimiento de
objetos respetado

1. Reconocimiento de
objetos alterado,
particularmente de
aquellos poco familiares o
empleados

2. Dislexia o digrafia de
superficie

3. Repeticidon conservada
4. Ausencia de

agramatismo y de apraxia
del habla

APP-vnf APP-vs APP-vi
Uno de los dos siguientes: Dos de los siguientes: Dos de los siguientes:
Criterios
1. Agramatismo 1. Afectacion de la 1. Dificultad para evocar
mayores N !
denominacién por palabras aisladas en la
2. Apraxia del habla confrontacién visual conversacion espontanea y
en la denominacién
2. Afectacion de la
comprension de palabras 2. Afectacion de la
aisladas repeticion de frases largas
Y dos de los tres Y tres de los cuatro Y tres de los cuatro
Criterios siguientes: siguientes: siguientes:
menores

1. Errores fonoldgicos en la
conversaciéon espontanea y
en la denominacion

2. Comprensioén de
palabras aisladas y
reconocimiento de objetos
respetados

3. Ausencia de
agramatismo

4. Ausencia de apraxia del
habla

Abreviaciones: APP-vnf: variante no fluente/agramatical de la afasia primaria progresiva;
APP-vs: variante semdantica de la afasia primaria progresiva; APP-vl: variante logopénica
de la afasia primaria progresiva (Modificada de Gorno-Tempini et al., 2011).

La comprensién de estructuras morfosintacticas complejas, como oraciones subordinadas
o pasivas, puede estar afectada en la APP-vnf. Esta tarea implica el control del sistema
ejecutivo por lo que, consecuentemente, la comprension gramatical en la APP-vnf se debe
evaluar cautelosamente con tareas que minimicen el control ejecutivo para no malinterpretar
los resultados (Grossman, 2012). Por el contrario, los déficits semanticos no son frecuentes
en la APP-vnf e incluso en estadios avanzados, cuando los pacientes se encuentran mutistas,
la comprension se mantiene relativamente preservada (Harciarek y Kertesz, 2011).

24



Il. Introduccion

Los criterios mayores para el diagnostico de la APP-vs incluyen una alteracion de la
denominacion por confrontacion visual y lacomprension de palabras aisladas, especialmente
de las menos familiares o habituales de una misma categoria semantica (Hodges et al.,
1992). La anomia, secundaria a un defecto del almacén semantico, aunque esta presente en
otros subtipos de APP, es particularmente llamativa en la APP-vs (Mummery et al., 2000).
De hecho, la pregunta “Qué es...?” fue una caracteristica clinica diagnostica de esta variante
en un estudio reciente (Kertesz et al., 2010). El lenguaje espontaneo de la APP-vs puede
resultar “excesivo” o desinhibido, con perseveraciones tematicas y frases estereotipadas.
Para paliar sus defectos nominativos, los pacientes con APP-vs dan explicaciones genéricas
e inexactas y cometen frecuentes parafasias semanticas, nombrando otras palabras de una
categoria semantica cercana o mas genérica (Hodges et al., 1992). Diversas publicaciones
han descrito defectos aislados de categorias semanticas concretas en la APP-vs (Robinson
et al., 2001; Zannino et al., 2006) asi como una mayor afectacién de la capacidad de
denominar sustantivos frente a verbos (Bird et al., 2000). Por el contrario, los aspectos
sintacticos, fonolégicos y la repeticion, se hallan intactos en la APP-vs.

Otra caracteristica de la APP-vs es la dislexia de superficie o incapacidad para leer
palabras con una correspondencia grafema-fonema que no sigue la norma de la lengua.
Estos pacientes no leen basandose en el significado de las palabras sino basados en la
fonologia y por tanto, regularizan las palabras irregulares segtin las normas generales de
conversion grafema-fonema (Wilson et al., 2009). Lo mismo puede ocurrir con la escritura,
fenomeno conocido como disgrafia de superficie (Caine et al., 2009).

Por altimo, la APP-vl, segun estos criterios, se caracteriza por la alteraciéon de la repeticion
de frases largas y dificultad para la evocacion de palabras, esta ultima, secundaria a un
problema de acceso al almacén semantico (Gorno-Tempini et al., 2004). Consecuentemente,
el lenguaje espontaneo de los pacientes logopénicos es entrecortado y presenta numerosas
pausas de buisqueda. De hecho, esta aparente “hipofluencia” ocasioné que, previamente a la
descripcion de la APP-vl, muchos de los pacientes “logopénicos” fueran clasificados como
APNF (Weintraub et al., 1990). Sin embargo, aunque el fenotipo del lenguaje espontaneo
pueda similar a la APP-vnf, los pacientes logopénicos carecen de problemas articulatorios
o gramaticales francos. Particularmente, los pacientes logopénicos no omiten morfemas
derivativos, determinantes o conjunciones y por tanto su lenguaje no resulta tan telegrafico
como el de la APP-vnf (Wilson et al., 2010).

Otro rasgo clinico de la APP-vl, son los errores (parafasias) fonol6gicos cometidos al
denominar la palabra diana y seleccionar inadecuadamente los fonemas que posteriormente
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seran articulados. Aunque la palabra diana no pueda ser evocada, las caracteristicas l1éxico-
semanticas que la definen estan preservadas y, por tanto, los pacientes son capaces de
reconocerla cuando se les ofrecen alternativas. Este fendmeno, conocido como “tip of the
tongue” (“en la punta de la lengua”), pues los pacientes frecuentemente usan la expresion
de “lo tengo en la punta de la lengua” para referirse a él, también se beneficia de pistas
fonéticas y suele ser, igualmente, motivo de queja de los pacientes con EA (Delazer et al.,
2003; Hillis, 2007).

Sin embrago, a pesar de los esfuerzos por unificar las variantes de APP, existen casos
con caracteristicas aisladas o mixtas que no se ajustan a los criterios clinicos actuales y
continuan siendo APP inclasificables (APP-i). Esto es especialmente asi en los estadios
muy iniciales mono-sintomaticos de APP o en los casos muy evolucionados, donde el
solapamiento de diversos sintomas es habitual y el diagndstico diferencial resulta muy
complicado.

4. Epidemiologia y evolucion clinica de la afasia primaria
progresiva y sus variantes

Ningtn estudio poblacional que describa la frecuencia de la APP se ha publicado hasta
la fecha. El doctor Grossman sugirié una estimacion aproximada basada en que la mayoria
de los casos de APP se engloban en el espectro de la DLFT. La prevalencia estimada de la
DLFT es de 2,7-15/100.000 habitantes/afio (Ratnavalli et al., 2002; Ikejima et al., 2009) y
su incidencia anual es del 2,2-3,5/100.000 (Knopman et al., 2004; Mercy et al., 2008). La
revision de los datos neuropatologicos de pacientes diagnosticados en vida de los diversos
sindromes clinicos asociados a la DLFT, revel6 una APP en el 20-40% de los casos (Hodges
et al., 2004; Kertesz et al., 2005; Johnson et al., 2005; Snowden et al., 2007a). Sin embargo,
no todas estas series ofrecen datos acerca de las variantes de APP (Kertesz et al., 2005).

La mayoria de los casos de DLFT se presentan entre los 45 y los 65 afios, con una edad
de inicio media en torno a los 50 afios (Cerami et al., 2012). En la misma linea, la APP se
inicia entre los 50-60 afios, aunque puede aparecer en un amplio rango de edad, desde los
30 hasta los 80 afios (Johnson et al., 2005; Le Rhun et al., 2005). En la cohorte de Johnson
y col la edad de inicio media de la APNF fue de 63 afios (19,7) y la de la DS de 59 afios
(£8,2) (Johnson et al., 2005). Sin embargo, otro estudio descriptivo con datos demograficos
de 100 pacientes con APP-vs, revel6 una edad de inicio media de esta variante mas tardia
(64.2 afios £7.1) con un rango comprendido entre los 40-79 afios (Hodges et al., 2010).
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Datos similares se hallaron en el estudio comparativo de las tres variantes clinicas actuales
de APP del grupo de la doctora Gorno-Tempini, donde la edad de inicio media de la APP-
vs fue de 63 afios (+5.8), la de la APP-vnf de 67,9 afios (+8.1) y de la APP-vl de 72 afios
(£8.5) (Gorno-Tempini et al., 2004). Un estudio posterior de esta misma autora, que incluia
solamente casos de APP-vl, mostr6 una edad de inicio inferior en los pacientes logopénicos,
siendo la media de 58,8 afios (Gorno-Tempini et al., 2008).

En algunos pacientes el lenguaje puede ser el tinico dominio cognitivo afecto durante
mas de diez afios, sin embargo lo habitual es que la APP progrese hacia un proceso mas
generalizado. Algunos autores han propuesto el término “APP+” para designar a los
pacientes con APP que desarrollan evolutivamente otros déficits cognitivos, conductuales
o motores (Mesulam, 2007). En lineas generales, segun las trayectorias biologicas de
progresion de la APP, los pacientes con APP-vs desarrollan sintomas conductuales y
acaban cumpliendo criterios clinicos de la vcDFT (Rosen et al., 2006). La mayoria de
los pacientes con APP-vnf evolucionan a un sindrome mixto cognitivo-motor con rasgos
clinicos de parkinsonismo atipico, sugestivo de un sindrome cortico-basal (SCB), un
sindrome de paralisis supranuclear progresiva (SPSP) o un fenotipo mixto SCB/SPSP
(Kertesz et al., 2005; Josephs et al., 2006b; Sanchez-Valle et al., 2006; Murray et al., 2007;
Rohrer et al., 2010a). De hecho, los actuales criterios diagnosticos de la DCB han incluido
a la afasia como uno de los fenotipos clinicos de presentacion inicial posibles (Armstrong
et al., 2013). Hasta el 40% de los casos de DCB estudiados clinico-patol6gicamente en
diversas cohortes se han presentado inicialmente como una afasia, principalmente como
una APP-vnf y el 52% de los pacientes con una DCB desarrollaron este tipo de afectacion
del lenguaje conforme la enfermedad evolucionaba (Armstrong et al., 2013).

Inicialmente, mientras los déficits se circunscriben al area del lenguaje, los pacientes
permanecen relativamente independientes para las ADL. Conforme la enfermedad
evoluciona, mas de la mitad de los pacientes pierden su independencia funcional en una
media de 6-7 afios, de forma mas tardia que en otras demencias (Le Rhun et al., 2005).
Diversos estudios neuropatolégicos han evidenciado un mayor declinar cognitivo y
funcional y una menor supervivencia en los pacientes con DLFT comparados con los
pacientes con EA (Hodges et al., 2003; Roberson et al., 2005; Rascovsky et al., 2005). Por
otra parte, los intentos de determinar el prondstico en los casos DLFT-tau respecto a los
DLFT-TDP43 han mostrado resultados discordantes. Lo que si parece indiscutible es que la
DLFT asociada a una esclerosis lateral amiotrofica (ELA) tiene una menor supervivencia,
con una media aproximada de dos afios desde la aparicién de los signos de enfermedad
de motoneurona (Josephs et al., 2005; Xie et al., 2008). Sin embargo, la velocidad de
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progresion de la enfermedad asi como el patron de declinar varia en cada caso individual
de APP (Kertesz et al., 2005). En un estudio demografico de una cohorte francesa de 49
pacientes con APP, la supervivencia media se situ6 en torno a los 7 afios. La media de
edad de defuncion fue de 71 afios y la principal causa de ésta fue una neumonia aspirativa
(Le Rhun et al., 2005). En la APP-sv se ha sugerido un curso mas benigno, siendo la
supervivencia media de los pacientes de 12.8 afios (Hodges et al., 2010). Solo un estudio ha
sugerido que en el declinar de la APP el sexo pueda ejercer una influencia, objetivandose
una progresion mas rapida en las mujeres que en los hombres (Rogalski et al., 2007).

Aunque en algunas series se ha visto una mayor proporcion de mujeres afectas con
la APP-vl (Gorno-Tempini et al., 2008) los estudios disponibles hasta la fecha no han
mostrado una mayor prevalencia de la APP en términos de sexo (Grossman et al., 2010).
Tampoco se ha encontrado ningtin factor ambiental que se asocie a un mayor riesgo de
desarrollar una APP (Rosso et al., 2003).

5. Correlacion clinico-patolégica de las variantes clinicas
de la afasia primaria progresiva

Cadavarianteclinicade APPpuede estar causadapor diferentes entidades neuropatologicas,
por lo que los estudios de correlaciones clinico-patoldgicas son de gran interés para definir
fenotipos clinicos que identifiquen en vida el sustrato molecular subyacente. Sin embargo,
la mayoria de los estudios disponibles hasta la fecha, datan de antes de la clasificacién de
consenso de APP y estan centrados en la APNF y la DS. Ademas, los criterios diagndsticos
de otros subtipos clinicos de APP incluidos no fueron iguales, mostrando en ocasiones
resultados discordantes (Kertesz et al., 2005; Knibb et al., 2006; Josephs et al., 2006a;
Snowden et al., 2007a; Mesulam et al., 2008; Deramecourt et al., 2010). A pesar de esta
heterogeneidad, el sustrato neuropatolégico/molecular de la APP abarca el abanico de
la DLFT y la EA. También algunas series describieron pacientes con DSHHD, segun la
clasificacién neuropatolégica vigente en su momento, aunque estos casos son practicamente
inexistentes desde el desarrollo de las nuevas técnicas inmunohistoquimicas (Mackenzie et
al., 2006; Cairns et al., 2007; Mackenzie et al., 2010).

Los principales subtipos neuropatolégicos de la DLFT subyacentes en la APP son:
DLFT con acumulo de la proteina tau (DLFT-tau o taupatias) y DLFT con inclusiones

28



Il. Introduccion

neuronales inmunorreactivas para la proteina TAR-DNA binding protein 43 (DLFT-TDP43

o proteinopatias TDP43).

DLFT-tau: La proteina tau, codificada por el gen MAPT (Microtubule Associated
Protein Tau), es una fosfoproteina implicada en el mantenimiento de la estabilidad
neuronal y el trasporte axonal (Rademakers et al., 2004). Existen 2 subgrupos de
isoformas de tau, en funcion de la presencia o no del exén 10 durante el procesamiento
del ARN mensajero. La inclusion del exén 10 produce isoformas de 4 repeticiones
(4R) en el dominio de unién a microttibulos. Estas isoformas predominan en los
depositos de proteina tau de la DCB, la PSP o la enfermedad por granulos argirofilos,
entidades que se conocen también como taupatias 4R. Por el contrario, la exclusion
del exén 10 proporciona isoformas de 3 repeticiones (3R), las cuales predominan en
la DLFT con cuerpos de Pick (Dickson et al., 2011).

DLFT-TDP43: Algunos casos de DLFT con histopatologia negativa para tau,
mostraban inmunorreactividad positiva para ubicuitina (DLFT-U). Posteriormente se
demostrd que la proteina TDP43 era el componente mayoritario de las inclusiones
de ubiquitina (Neumann et al., 2006). En la actualidad se distinguen cuatro subtipos
histolégicos dentro de las proteinopatias TDP43 (Mackenzie et al., 2011). Cada uno
de ellos se asocia con unos hallazgos neuropatologicos, alteraciones genéticas y un
fenotipo clinico especificos.

Siete de los principales estudios de correlacion clinico-patolégica de APP, que incluyen

145 casos en total, fueron revisados por el doctor Grossman, quien estimé que la asociacion

de cada variante clinica de APP con una neuropatologia concreta era del 50-70% de los casos

(Grossman, 2010). A continuacion se resumen los principales hallazgos neuropatologicos

en cada una de las tres variantes de APP.

APP-vnf: La neuropatologia de la APP-vnf es la mdas heterogénea, siendo el sustrato
mas frecuente (52%) una DLFT-tau, mayoritariamente taupatias 4R (DCB o PSP).
Josephs y col mostraron que los pacientes con una apraxia del habla aislada se
asocian frecuentemente con neuropatologia de una PSP, mientras que los pacientes
con fenotipo mixto apraxia del habla/APNF muestran neuropatologia de una DCB.
Este grupo también encontro6 asociaciones entre la APNF con la DLFT-U (Josephs et
al., 2006a). Otros casos de APP-vnf con una DLFT con cuerpos de Pick también han
sido publicados (Yokota et al., 2009) e incluso hay un caso descrito con hallazgos
patologicos de una demencia por cuerpos de Lewy (DCL) (Kertesz et al., 2005).
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Aunque la asociacién de la APP-vnf con la EA era bien conocida (Greene et al.,
1996), solamente los estudios mas recientes han evidenciado que hasta el 30-40%
de los casos de APP-vnf se corresponden con una neuropatologia de EA (Kertesz
et al., 2005; Knibb et al., 2006; Alladi et al., 2007). Sin embargo, muchas de estas
series incluyeron a pacientes diagnosticados de APP-vnf antes de que la variante
logopénica fuera descrita en el 2004 y su interpretacién debe ser cautelosa. En la serie
de Alladi, por ejemplo, tres de los cinco pacientes clasificados como “afasia mixta”
hoy cumplirian criterios de APP-vl (Alladi et al., 2007)

Otra entidad neuropatolégica subyacente a la APP-vnf es la DLFT-TDP43. En el
trabajo de Deramecourt y col los seis pacientes con APP-vnf y agramatismo aislado
se correspondian con este sustrato patologico (Deramecourt et al., 2010). En cuatro
de ellos se confirm6 una mutacion en GRN. Otros casos de APP-vnf asociados a
mutaciones en GRN también han mostrado inclusiones neuronales de TDP43 tipo
A (Knibb et al., 2006; Snowden et al., 2007a). Ademads, la APP-vnf asociada a la
expansion del hexanucle6tido CCCCGG en el C9ORF72, también se corresponde
con una DLFT-TDP43 (Snowden et al., 2012; Mahoney et al., 2012).

APP-sv: La mayoria de los casos de APP-vs (69%) se corresponden con una DLFT-
TDP43 (Kertesz et al., 2005; Snowden et al., 2007a). Al contrario que las inclusiones
TDP43 de la APP-vnf, los hallazgos patologicos en la APP-vs se corresponden con
una DLFT-TDP43 tipo C (Mackenzie et al., 2011).

La APP-vs también se ha asociado, aunque en casos aislados, con una DLFT con
cuerpos de Pick (Hodges et al., 2004; Davies et al., 2005) y hasta en un 25% con
neuropatologia de EA (Knibb et al., 2006; Alladi et al., 2007).

APP-vl: Cuando la doctora Gorno-Tempini describié la variante logopénica, ésta
mostré una atrofia selectiva de la encrucijada temporo-parietal. La autora sugirio
que, puesto que esta region anatémica se habia asociado en estudios de neuroimagen
y neuropatologicos previos con una EA con predominio del lenguaje, éste debia ser
también el sustrato neuropatolégico mas probable de la APP-vl. La evidencia de una
mayor proporcion del alelo APOE €4 en los pacientes logopénicos también sugeria su
asociacion con la EA. En varias series patologicas publicadas en 2008 se corrobor6
esta hipotesis y se vio que la mayoria de los casos diagnosticados en vida de APP-
vl se correspondian con una histopatologia de EA (Mesulam et al., 2008; Josephs et
al., 2008). En la serie de Josephs y col esta asociacién fue del 100% (5/5) mientras
que en la de Mesulam fue del 64% (7/11). El 36% restante de los pacientes con APP-
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vl de la cohorte de este ultimo autor se correspondian con casos de DLFT-tau y de
DLFT-U. El grupo del doctor Grossman, también encontr6 casos con DLFT-TDP43
en pacientes con APP-vl (Grossman et al., 2008).

6. Biomarcadores diagnésticos

En los dltimos afios, para mejorar las correlaciones clinico-patolédgicas, se han introducido
en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas biomarcadores de neuroimagen,
genéticos y bioquimicos, todos ellos validados en estudios patolégicos. Estos tres tipos de
biomarcadores se han incorporado en grados diferentes al estudio de la APP y actualmente
presentan un rol crucial en su diagndstico etiologico.

6.1. Biomarcadores de neuroimagen

Muiltiples estudios de neuroimagen estructural (RM) y funcional (SPECT/PET) han
identificado las regiones anatémicas afectas en la APP y han mostrado que la atrofia y/o
hipoperfusion/hipometabolismo en la APP es asimétrica, con una mayor afectacion de
regiones temporales y perisilvianas del hemisferio izquierdo (Gorno-Tempini et al., 2004;
Nestor et al., 2007; Rabinovici et al., 2008; Rohrer et al., 2009; Sapolsky et al., 2010;
Rogalsky et al., 2011). Ademas, estos estudios han evidenciado la asociacion de cada una
de las variantes clinicas de APP con pérdida de substancia gris en localizaciones anatomicas
concretas (figura 1).

Estos estudios se han concretado en criterios de neuroimagen estructural y/o funcional

de apoyo al diagnostico clinico de cada una de las variantes clinicas de APP (tabla 2)
(Gorno-Tempini et al., 2011).

31



Afasias primarias progresivas: Caracterizacion clinica y marcadores biolégicos

APP-vl

7

Figura 1. Dibujo esquematico de las regiones anatémicas afectas en las tres variantes de
APP (Modificada de Harciarek y Kertesz, 2011).

Abreviaciones: APP-vnf: variante no fluente/agramatical de la afasia primaria progresiva;
APP-vs: variante semdntica de la afasia primaria progresiva; APP-vl: variante logopénica

de la afasia primaria progresiva.

Tabla 2. Actuales criterios diagnosticos de apoyo de la neuroimagen de la APP.

a
- Hipo-perfusién o hipo-metabolismo |- Hipo-perfusién o hipo-metabolismo

predominante en la regidn frontal | predominante en la regién temporal
posterior-insular zquierda anterior en el SPECT o PET
en el SPECT o PET

- Hipo-perfusidn o hipo-metabolismo
predominante en la regidn
perisilviana postenor-parnstal
izquierda en el SPECT o PET

APP-vnf APP-vs APP-vl
C Ambos presentes:
Ambos presentes: :

R 1. Di -flm' li de APP-wnf Ambes presentes 1. Diagnéstico clinico

;{ Ll-lagn Etlf:D: |r||:-::- e- t:n - N de APP-vi

I M.uﬁnun mds .E 5 slgu:En 5Ifl 1. Diag nmtan C|Ir|IED--dE.|‘5|PF‘-'|'5 2. Uno o mds de los siguientes
T - Atrofia FII"Ed'DI'I'IIFIEI-'ITE-El'I a region 2. Ured o mids de los siguientes: _ Atrofia predominante en la regisn
frontal posterior-insular - Atrofia predominante en la regicdn L
E izquierda an la A semnoral anterioren la RM perisilviana posteror-panstal
R = pa izquierda en la R
] o

Abreviaciones: APP-vnf: variante no fluente/agramatical de la afasia primaria progresiva;
APP-vs: variante semdntica de la afasia primaria progresiva; APP-vl: variante logopénica
de la afasia primaria progresiva (Modificada de Gorno-Tempini et al., 2011).
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Conforme la enfermedad evoluciona el patron de atrofia focal que caracteriza inicialmente
a cada variante de APP se generaliza, dificultando el diagnoéstico radiolégico (Rohrer et
al., 2009). Hasta la fecha s6lo un estudio ha evaluado prospectivamente la evolucién de
la atrofia cortical en las tres variantes de la APP (Rogalski et al., 2011). En esta cohorte,
tras dos afios de seguimiento clinico, el adelgazamiento cortical se extendi6 en ambos
hemisferios a las regiones colindantes de la zona afecta inicialmente. Sin embargo, la
atrofia sigui6 siendo mas prominente en el hemisferio izquierdo.

Los estudios con PET de amiloide con el compuesto B de Pittsburgh (PIB) marcado con
carbono 11 (PIB-!'C), un trazador que se une selectivamente al -amiloide fibrilar, han
mostrado su valiosa utilidad en el diagnoéstico in vivo de amiloidosis cortical en sujetos con
EA (Klunk et al., 2004; Herholz et al., 2011). Esta técnica provee informacion cuantitativa
sobre los depositos del [3-amiloide en pacientes diagnosticados clinicamente de EA y de
DFT y permite discriminar ambas patologias (Rabinovici et al., 2007). Su aplicacién en
el estudio de la APP ayuda a diferenciar los pacientes con un sustrato neuropatologico
sugestivo de EA respecto a aquellos con sustratos no relacionados con amiloidosis,
como las taupatias o proteinopatias TDP43. Actualmente hay publicadas dos cohortes de
pacientes con APP estudiadas con PET-PIB-"'C (Rabinovici et al., 2008; Leyton et al.,
2012). El estudio de Rabinovici y col evidencio la positividad del PET de amiloide en los
cuatro pacientes con APP-vl incluidos, mientras que el estudio de Leyton y col lo hizo
en 12 de los 13 pacientes logopénicos. En ellos, el patron de captacion del trazador fue
similar al evidenciado en los casos de EA (Klunk et al., 2004; Herholz et al., 2011). Por el
contrario, entre un 11-20% de los pacientes con APP-vs y un 16-25% de los pacientes con
APP-vnf mostraron un PET-PIB-!'C positivo. Los resultados de estos estudios sugieren
que la presencia de amiloidosis indicativa de neuropatologia de EA es menos comun en
la APP-vnf y la APP-vs. Sin embargo, todavia resulta incierto en qué proporcion un PET-
PIB-!C positivo en las distintas variantes de APP indica si la enfermedad esta causada
unicamente por neuropatologia de EA, si la EA es copatologia asociada a una DLFT o si
el hallazgo de amiloidosis es incidental. Recientemente se ha publicado el unico caso con
confirmacion neuropatologica descrito hasta la fecha, de una paciente con APP-vnf que
presentd, al final de su enfermedad, un deterioro cognitivo generalizado y un PET-PIB-
"C positivo (Caso et al., 2013). El estudio post-mortem revelé una enfermedad de Pick
y copatologia de EA, evidenciando que la positividad de los biomarcadores in vivo de
amiloide no debe considerarse concluyente de que el sustrato patoldgico de un sindrome
clinico tipicamente ligado a la DLFT es exclusivamente secundario a una EA. Asi pues,
dado que actualmente, se carece de confirmacion neuropatoldgica de los sujetos con APP
evaluados con PET-PIB-"'C, la positividad de estos estudios debe interpretarse con cautela.
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Por otra parte, solamente un estudio ha evaluado in vivo mediante PET-PIB-''C a pacientes
con una apraxia del habla aislada, entidad asociada a la DLFT-tau. En él ningtn caso
mostré evidencia de amiloidosis cortical (Josephs et al., 2012). A pesar de los prometedores
resultados, los criterios diagnosticos actuales de la APP no incluyen especificamente los
estudios de PET-PIB-''C. Por otra parte, éstos se realizan en un contexto de investigacion
y no estan aprobados para su uso a nivel clinico.

Hay otras técnicas de neuroimagen que se han mostrado utiles en otras enfermedades
neurodegenerativas y que, sin embargo, no han sido evaluadas en al APP. Entre ellas
se encuentra el SPECT con !*I-2[-carbometoxi-3[-(4-iodofenil)-N-(3-fluoropropil)-
nortropano ('**I-FP-CIT). Este radiotrazador se une al transportador activo de la dopamina
(DAT) de la membrana pre-sinaptica. Por tanto, el SPECT con '**I-FP-CIT, permite valorar
la cantidad de DAT a nivel estriatal, convirtiéndose en un util biomarcador de la integridad
del sistema nigroestriatal. Asi, esta técnica detecta la degeneracion dopaminérgica
nigroestriatal asociada a diferentes tipos parkinsonismos como la enfermedad de Parkinson
(Benamer et al., 2000), la DCL (McKeith et al., 2007), la atrofia multisistémica (Pirker
et al., 2002), la DCB (Klaffke et al., 2006) o la PSP (Filippi et al., 2006). E1 SPECT con
123]-FP-CIT detecta igualmente alteraciones nigroestriatales en pacientes asintomaticos a
riesgo de desarrollar parkinsonismo, como son los pacientes con trastorno de conducta
del suefio REM (Iranzo et al., 2011) o los portadores asintomaticos de mutaciones en los
genes PARK 2 y PARK 6 (Pellecchia et al. 2007). Estos datos manifiestan que la reduccién
de la captacién estriatal de ’I-FP-CIT puede considerarse un marcador subclinico de
degeneracion nigroestriatal. En este contexto, esta técnica podria ser igualmente util en el
estudio de la via nigroestriatl en la APP.

6.2. Biomarcadores genéticos

A pesar de que hasta el 40% de los pacientes con DLFT tienen una historia familiar
de demencia, en al menos un familiar de primer o segundo grado, hay poca evidencia de
que la APP se herede y la mayoria de los casos son esporadicos (Grossman, 2010). Por
su parte, de los casos de DLFT con historia familiar, solo un 10% se heredan de forma
autosémica dominante (Goldman et al., 2011). La mayoria de estas familias presentan
mutaciones en uno de los tres genes mas importantes de la DLFT: MAPT (entre un 9-21%),
GRN (entre un 4-23%) y C9ORF?72 (entre un 12-18%). Otros genes relacionados con la
DFT son TARDBP, FUS (ambos asociados con la DFT-ELA familiar), CHMP2B (mas
frecuentemente asociado a ELA y raramente a DFT) y VCP (relacionado con el fenotipo
clinico de DFT con miopatia con cuerpos de inclusién y enfermedad de Paget asociados)
(Cerami et al., 2012; Cohn-Hokke et al., 2012).
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Los casos de APP genéticamente determinados se heredan de forma autosomica
dominante. La mayoria de estos pacientes presentan mutaciones en el gen GRN (Snowden
et al., 2006; Mesulam et al., 2007). En estos casos, el fenotipo clinico de la APP, se
corresponde frecuentemente con una APP-vnf. Sin embargo, la APP-vnf se ha asociado
también a mutaciones en MAPT, TARDBP y C9ORF72 (van Swieten et al., 2007; Grossman,
2012; Snowden et al., 2012; Mahoney et al., 2012).

Existen guias clinicas para orientar el consejo genético en casos de DFT con historia
familiar (Cohn-Hokkeetal.,2012; Goldman, 2012; Le Beretal.,2013). Lasrecomendaciones
actuales aconsejan realizar el cribado genético en los casos con historia familiar de DFT de
herencia autondmica dominante y en aquellos con historia familiar de demencia de inicio
precoz. Segun la edad de presentacion, el fenotipo clinico o hallazgos de la neuroimagen,
se prioriza el estudio genético de uno u otro de los genes implicados en la DLFT. En caso
de no detectar mutaciones en ninguno de estos genes, se recomienda ampliar el estudio a
otros genes como el gen presenilina 1 (PSENT) o el de la proteina priénica (PRNP), pues
mutaciones en estos genes pueden presentarse con un fenotipo “DFT-like”.

En ausencia de una historia familiar de demencia, la deteccion de mutaciones en MAPT
se hace altamente improbable debido a su elevada penetrancia a los 60 afios (>95%). Por
el contrario, la penetrancia de GRN o de la expansion hexanucleotidica en C9ORF72 a los
60 afos es mucho menor (50%), por lo que se ha sugerido un cribado mutacional en todos
los pacientes con DFT, independientemente de la edad de inicio o de la historia familiar
de demencia (Cohn-Hokke et al., 2012). La mayoria de las mutaciones patogénicas de
GRN se producen a través de una haploinsuficiencia, generando un alelo funcionalmente
nulo (Yu et al.,, 2010). De esta manera, la deteccion de niveles séricos o plasmaticos
bajos de progranulina se ha propuesto como un excelente biomarcador de cribado -con
buena sensibilidad y especificidad y bajo coste econdmico- para detectar portadores de
mutaciones en GRN (Finch et al., 2009; Schofield et al., 2010). Sin embargo, la sensibilidad
y especificidad de esta técnica varia segtin los puntos de corte establecidos, y entre los
diferentes estudios, y no ha sido valorada en nuestro pais.

La presencia del alelo APOE €4 se considera un factor de riesgo para desarrollar una
EA. Los pacientes portadores de un APOE &4 presentan un inicio de la enfermedad mas
precoz y un menor rendimiento en tareas de memoria episodica (Slooter et al., 1998; Marra
et al., 2004). Respecto a la asociacion del APOE €4 con la DLFT, diversos estudios han
mostrado resultados contradictorios (Geschwind et al., 1998; Bernardi et al., 2006). La
heterogeneidad de estos datos, puede deberse, en parte, a que algunos pacientes se pudieron
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haber clasificado clinicamente de forma errénea, ya que hasta un 20% de los casos con
diagnostico clinico de DFT presentan en la autopsia patologia de EA (Forman et al., 2006).
Un estudio describié una mayor frecuencia del alelo €4 en pacientes con APP-vs respecto
a pacientes con APP-vnf y DFT (Short et al., 2002). Por el contrario, en el estudio de la
doctora Gorno-Tempini, ninglin caso de APP-vs mostrd positividad del APOE €4, siendo
la frecuencia de este alelo del 20% en la APP-vnf y del 67% en la APP-vl (Gorno-Tempini
et al., 2004).

Los nuevos criterios diagnosticos de APP incluyen la presencia de mutaciones en los
genes causantes de DLFT como biomarcadores de patologia definitiva, es decir, con la
misma validez etioldgica que una histopatologia especifica. Sin embargo, los propios
autores del consenso internacional, admiten que la clasificacion se ha propuesto para casos
esporadicos y no siempre es posible su aplicacion en los casos genéticos. Se necesita, por
tanto, estudiar con mas detalle los fenotipos clinicos de los casos genéticos de APP para ver
si se pueden englobar bajo el fenotipo clinico de las tres variantes definidas hasta la fecha
o presentan un fenotipo mixto o inclasificables de APP segtin los nuevos criterios (Gorno-
Tempini et al., 2011).

6.3. Biomarcadores bioquimicos

En la EA, los biomarcadores en liquido cefalorraquideo (LCR) (Af,,, como marcador

42°

de amiloidosis y tau total (t-tau) y tau fosforilada (p-tau,) como marcadores de

181
neurodegeneracion) son excelentes indicadores de los cambios neuropatologicos que
subyacen a esta enfermedad (Blennow et al., 2003; Schoonenboom et al., 2004; Shaw et al.,
2009; Blennow et al., 2010). Niveles reducidos de AB,, presentan una buena correlacion con
el diagnostico clinico de EA y con la patologia amiliodogénica extracelular en los estudios
post-mortem (Strozyk et al., 2003). Igualmente, niveles elevados de la proteina tau en el
LCR correlacionan con la presencia de ovillos neurofibrilares intracelulares en las autopsias
(Tapiola et al., 1997). Un dato interesante es que, por el contrario, no se han evidenciado
niveles elevados de tau en pacientes con taupatias como la PSP o la DCB, que presentan un
mayor acumulo de esta proteina en los estudios necropsicos respecto a la EA (Grossman
et al., 2005; Bian et al., 2008). Se han sugerido algunas hipétesis ante este hallazgo, como
que el amiloide extracelular puede interferir en el aclaramiento de la proteina tau en la EA,
que pueden haber diversos subtipos patologicos de la misma proteina involucrados en la
EA y en la PSP/DCB o que otros factores, todavia desconocidos, influyen en una menor
degradacion de la proteina tau en la EA versus la PSP/DCB (Ballatore et al., 2007).
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En contraste con la amplia literatura existente sobre el perfil de AB,, y proteina tau en
la EA y su utilidad como biomarcadores precoces en el diagnéstico de esta patologia, la
bibliografia sobre biomarcadores en LCR en la DFT es mas escasa. Los resultados de los
primeros estudios comparativos del AB,, y tau en la DFT frente a la EA arrojaron resultados
discordantes respecto a los niveles de los mismos (Sjogren et al., 2000; Riemenschneider et
al., 2002; Grossman et al., 2005; Paraskevas et al., 2005). Estas discrepancias observadas
inicialmente se pueden atribuir, en parte, a que los diagnoésticos clinicos de DFT y EA no
siempre se corresponden con los diagnosticos neuropatoldgicos. Estudios posteriores, éstos
yabasados en cohortes con confirmacion patologica, sugieren que ambas entidades presentan
un perfil distinto de biomarcadores y coinciden en que los tres biomarcadores (Af3,,, t-tau y

42°
p-tau ) deben usarse en combinacion para alcanzar una mayor discriminacion diagnostica
entre la DFT y la EA. En el estudio de Bian y col, la ratio t-tau/A,, fue significativamente
menor en el grupo de DLFT que en el de EA. Ademas, el analisis de las curvas ROC mostro
que una ratio de 1.06 presentaba una buena sensibilidad y especificidad para distinguir
ambas patologias (Bian et al., 2008). El estudio de Kapaki y col (Kapaki et al., 2008), que
presentaba el mismo disefio, hizo hincapié en que la proteina p-tau,,, presentaba mayor

especificidad en el diagnostico de la EA y que la ratio p-tau,, /AP, mostraba una mejor

181

sensibilidad y especificidad en el diagnostico diferencial de la EA y la DLFT.

En los ultimos afios, diferentes estudios de investigacion han mostrado la asociacion
entre la positividad de ambos biomarcadores en LCR con la APP-vl (Rohrer et al., 2010d;
Rohrer et al., 2012). Sin embargo, los marcadores bioquimicos no estan incorporados
actualmente a los criterios diagndsticos de las tres variantes de APP. En este sentido, el
perfil de biomarcadores de EA en LCR, no ha sido estudiado previamente en ninguna
cohorte de APP que incluya a sujetos con las tres variantes de APP y a sujetos con APP-i.

En este contexto, el objetivo global de la presente tesis doctoral es profundizar en la
caracterizacién clinica de la APP y sus variantes y en el conocimiento de biomarcadores
que permitan realizar una aproximacion en vida al sustrato neuropatolégico mas probable
en cada caso de APP con el fin ultimo de ofrecer a cada paciente el tratamiento y pronéstico
mas adecuado posible.
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lll. Hipétesis

1. Los sujetos con afasia primaria progresiva se podran clasificar en tres variantes
clinicas utilizando elementos claves de la evaluacion de las caracteristicas del habla y
del lenguaje. Los criterios diagnosticos de apoyo de neuroimagen, tanto estructural como
funcional, seran de diferente utilidad en cada una de las variantes clinicas. Los marcadores
bioquimicos y genéticos seran ttiles para orientar el diagnostico etioldégico de pacientes
con afasia primaria progresiva.

2. Pacientes con diferentes sindromes cognitivos, entre ellos pacientes con afasia primaria
progresiva, podran presentar diferencias en los niveles séricos medios de progranulina. La
determinacion sérica de los niveles de progranulina podra ser un biomarcador sensible
para detectar portadores de mutaciones en el gen GRN. Las mutaciones patogénicas en el
gen GRN se podran presentar con distintos fenotipos clinicos, entre ellos, afasia primaria
progresiva.

3. Los pacientes con la variante no fluente/agramatical de la afasia primaria progresiva,
aun sin evidencia clinica de parkinsonismo, podran presentar alteraciones en la via
nigroestriatal objetivables mediante '#I-FP-CIT SPECT, algo que no ocurrird en los
pacientes con la variante logopénica de la afasia primaria progresiva.
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IV. Objetivos

1. Analizar las caracteristicas de la alteracion del lenguaje en una cohorte de pacientes con
diagnostico clinico de afasia primaria progresiva y clasificarlos seleccionando elementos
clinicos claves. Investigar, a nivel individual y grupal, la asociacion entre los criterios
diagnosticos clinicos y de neuroimagen (RM y/o SPECT/PET) vigentes en cada variante
clinica de afasia primaria progresiva. Analizar los diversos marcadores bioquimicos y
genéticos en cada variante clinica de afasia primaria progresiva y valorar su utilidad como
marcadores diagnosticos.

2. Cuantificar los niveles séricos de progranulina en una cohorte de pacientes con
diferentes sindromes cognitivos, entre ellos pacientes con afasia primaria progresiva.
Valorar la utilidad de los niveles séricos de progranulina como biomarcador para detectar
portadores de mutaciones patogénicas en el gen GRN. Describir el fenotipo clinico con el
que se presentan los pacientes portadores de mutaciones en el gen GRN.

3. Estudiar la integridad de la via nigroestriatal mediante '*I-FP-CIT SPECT en una
muestra de pacientes con la variante no fluente/agramatical y logopénica de la afasia
primaria progresiva sin parkinsonismo clinico.
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V. Material y métodos

La metodologia empleada en la presente tesis doctoral se explica con detalle en los
apartados correspondientes de material y métodos de los tres trabajos de investigacion
disefiados. En este apartado, inicamente se resumen los criterios de inclusion de los
pacientes estudiados y las principales técnicas diagnosticas empleadas. Al final del mismo
se incluye un breve comentario de los aspectos éticos relacionados con la investigacion
clinica.

Diseno

Los tres trabajos que constituyen la presente tesis doctoral son transversales. L.os trabajos
1y 3 son de reclutamiento prospectivo y el trabajo 2 es un estudio retrospectivo. Todos ellos
se llevaron a cabo en la Unidad de Alzheimer y otros trastornos cognitivos del Servicio de
neurologia del Hospital Clinic de Barcelona.

Sujetos

Los trabajos se han basado en dos cohortes distintas de pacientes:

1. Para valorar la utilidad de la determinacion de los niveles séricos de progranulina
para detectar mutaciones patogénicas en el gen GRN, se seleccionaron pacientes con
diagnostico clinico de: DFT, APP, EA, EA asociada a mutaciones en el gen PSENI,
portadores asintomaticos de mutaciones en PSEN1 y controles.

2. Para estudiar a) la correlacion entre los criterios diagnoésticos clinicos y de neuroimagen
vigentes en cada variante de APP, b) la utilidad de los biomarcadores de EA en LCR y
los biomarcadores genéticos en el diagnéstico de cada variante de APP y c) el estado de
la via nigroestratal mediante *I-FP-CIT SPECT en sujetos con APP-vnf y APP-vl sin
parkinsonismo clinico, se seleccionaron pacientes con un diagndstico clinico de APP seguin
los criterios clinicos vigentes en la actualidad (Gorno-Tempini et al., 2011).

Ademas, los sujetos con APP-vnf y APP-vl seleccionados para el estudio con '*’I-FP-
CIT SPECT, tras la cuantificacion de los biomarcadores indicativos de EA en LCR y de los
niveles séricos medios de progranulina, fueron nuevamente clasificados en dos subgrupos
distintos:

a) APP-vnf/bio-, que englob6 a aquellos sujetos con APP-vnf cuyo perfil de biomarcadores

en LCR no se correspondia a una EA y que presentaban niveles séricos medios de
progranulina normales.
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b) APP-vlI/EA, que correspondi6 a aquellos sujetos con APP-vl cuyo perfil de
biomarcadores en LCR era compatible con una EA y cuyos niveles séricos medios de
progranulina fueron normales.

Recogida de los datos clinicos

En los tres trabajos se realiz6 mediante la revision de las historias clinicas de cada
paciente.

A todos los sujetos participantes en los estudios de APP se les administréo un completo
formulario donde se recogia informacién relativa a:

1. Anamnesis centrada en antecedentes médicos relevantes, presencia de sintomas
cognitivos, conductuales y motores y existencia de una historia familiar de APP, demencia,
parkinsonismo o ELA.

2. Signos neurologicos presentes en una exploracion neurolégica completa, que incluia
la subescala motora de la escala unificada para la evaluacion de la enfermedad de Parkinson
(Unified Parkinson»>s Disease Rating Scale, UPDRS).

3. Historia del trastorno del lenguaje, haciendo hincapié en las habilidades lingiiisticas
previas del paciente, la forma de inicio y evolucion del problema del lenguaje, las
circunstancias en las que se producian o agravaban los sintomas y la afectacion de la
comprension y lecto-escritura concomitante.

4. Preguntas dirigidas a un familiar cercano, intentando recabar informacién sobre
posibles dificultades en la generacion, sentido, estructura y programacion motora del
mensaje que el paciente queria transmitir.

5. Analisis semi-cuantitativo de las caracteristicas del lenguaje y del habla de los pacientes,
realizado a través de la PALS adaptada a pacientes castellanoparlantes. Esta escala incluye
un analisis del lenguaje espontaneo y la descripcion de una lamina, la denominacién por
confrontacion visual de 10 animales y de 10 herramientas, repeticion y comprension de
palabras aisladas, repeticion de frases y comprension de drdenes seriadas. Cada item se
puntia en: 0= Ausente, 1=Sutil/cuestionable, 2= Ligero pero evidente y 3=Moderado-
severo.
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Intervenciones

Exploraciéon neuropsicolégica:

En la cohorte de APP se administré una completa evaluacion cognitiva que valoro la

memoria episodica, el lenguaje, las habilidades visuo-espaciales/perceptivas, praxias y

funciones ejecutivas. La evaluacion del lenguaje incluy6 varios subtests de la bateria de

Boston para el diagnostico de la afasias (Boston Diagnosis Aphasia Examination battery,
BDAE) (Goodglass y Kaplan 1996), el test de denominacion de Boston (Boston Naming
Test, BNT) (Kaplan et al., 2001), fluencias fonéticas (Borkowsk et al., 1967) y el test de
Piramides y Palmeras (Howard y Patterson, 1992). En la evaluacion de todos los tests

neuropsicoldgicos se aplicaron las puntuaciones normativas existentes.

Estudio de biomarcadores séricos y en LCR

Genotipo del gen APOE: Se determin6 mediante amplificacion del material genético

a través de PCR y digestion enzimatica posterior segun el protocolo estandar.

Niveles séricos de progranulina: Un kit comercial de ELISA se utiliz6 para determinar

los niveles séricos de progranulina por duplicado en cada paciente (Adipogen®,
Seoul, Korea). En todos los sujetos con niveles inferiores a 120 ng/mL se realiz6
secuenciacion directa para investigar la presencia de mutaciones en el gen GRN.

Estudio genético de mutaciones en los genes causantes de DFT: El estudio de MAPT
y GRN se realizé a través de secuenciacion directa seguida de identificacién de los
cambios patologicos de nucleotidos. El estudio de la expansion del hexanucledtido
GGGGCC en el C90ORF?72 se realizo inicialmente mediante PCR con repeticion de
primers y el analisis posterior se llevo a cabo con el analizador genético ABI 3130XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y el software GeneMapper (version 4.0,
ABI).

AB,,.t-tau y p-tau . en LCR: Para la cuantificacion de estos biomarcadores se utilizo

la técnica de ELISA con kits comerciales de la compafiia Innogenetics® (Ghent,
Bélgica) siguiendo el protocolo del fabricante.
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Pruebas de neuroimagen

» RM cerebral: Todas las imagenes se adquirieron en un tinico aparato de RM 3.0 Tesla
Siemens Magnetom Trio (Erlangen, Germany) de la plataforma de imagen médica
del Institut d’Investigacié Biomeédica August Pi i Sunyer (IDIBAPS).

« Tc-HMPAO-SPECT/FDG-PET cerebral: Mediante estas dos técnicas se estudiaron
el flujo sanguineo, utilizando como marcador 99mTc-HMPAO (Ceretec, General

Electric Healthcare) en una gamma-camara (Infinia Hawkeye 4, General Electric
Healthcare), y el consumo de glucosa cerebral, utilizando 18F-fluorodeoxiglucosa
(FDG) como trazador en un PET-CT scanner (Biograph, Siemens), respectivamente.

13]-FP-CIT SPECT: El estudio de la via nigroestriatal mediante '?*I-FP-CIT SPECT o
DaTSCAN® (GE Healthcare, Eindhoven, Netherlands) se realiz6 en el momento de
la inclusién unicamente a los sujetos con APP-vnf y APP-vl. Ademas, se incluyeron

para las comparaciones posteriores, los datos del '?I-FP-CIT SPECT de un grupo
de 20 controles, ajustados por edad. La adquisicién de las imagenes del **I-FP-CIT
SPECT y la cuantificacion de las mismas se realizaron siguiendo el mismo protocolo
publicado previamente (Iranzo et al., 2011).

Analisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo con el paquete estadistico PASW
18.0 (IBM corp.). En cada estudio se detallan los métodos estadisticos utilizados en cada
comparacion.

Aspectos éticos

Los diferentes trabajos de investigacion que componen esta tesis doctoral han recibido
la aprobacion del Comité ético de investigacién clinica (CEIC) del Hospital Clinic en
las reuniones del dia 17/04/2008 (Numero de registro 2008/4207) y del dia 07/04/2011
(Numero de registro 2011/6595). Todos los participantes firmaron un consentimiento
informado antes de ser incluidos en los estudios. El estudio genético de los pacientes se
realiz6 dentro del marco del programa PICOGEN (Programa de informacién y consejo
genético para demencias familiares) que ha sido aprobado por el comité ético asistencial
del Hospital Clinic de Barcelona.
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Abstract

Background/Aim: To investigate in variants of primary progressive aphasia (PPA) the asso-
ciation between current clinical and neuroimaging criteria and biochemical/genetic markers
at the individual level. Methods: Thirty-two PPA patients were classified as non-fluent/agram-
matic (nfvPPA), semantic (svPPA), or logopenic variant (IvPPA) or as unclassifiable (uPPA). In all
patients, we evaluated the neuroimaging criteria (magnetic resonance imaging and/or single
photon emission computed tomography/positron emission tomography) of each variant and
studied serum progranulin levels, APOE genotype and Alzheimer’s disease (AD)-cerebrospinal
fluid (CSF) biomarkers. Cases with a first-degree family history of early-onset dementia were
genetically tested. Results: Ten of 15 (66%) nfvPPA, 5/5 (100%) svPPA and 7/7 (100%) IvPPA
patients showed at least one positive neuroimaging-supported diagnostic criterion. All IVPPA
and 3/5 (60%) uPPA patients presented AD-CSF biomarkers, which were absent in nfvPPA and
sVPPA cases. Four (27%) nfvPPA patients had dementia-causing mutations: 2 carried a GRN
mutation and 2 the C9ORF72 hexanucleotide expansion. Conclusions: There was an excellent
association between clinical criteria and neuroimaging-supported biomarkers in svPPA and
IvPPA, as well as with AD-CSF biochemical markers in the IvPPA. Neuroimaging, biochemical
and genetic findings in nfvPPA were heterogeneous. Incorporating biochemical/genetic mark-
ers into the PPA clinical diagnosis would allow clinicians to improve their predictions of PPA
neuropathology, especially in nfvPPA and uPPA cases. Copyright © 2013 S. Karger AG, Basel

Raquel Sanchez-Valle, MD, PhD

Alzheimer's Disease and Other Cognitive Disorders Unit
Department of Neurology, Hospital Clinic de Barcelona
c/Villarroel 170, ES-08036 Barcelona (Spain)

E-Mail rsanchez @ clinic.ub.es
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Introduction

Primary progressive aphasia (PPA), first defined by Mesulam [1],is a cognitive syndrome
characterized by a progressive and initially isolated language impairment of a neurodegen-
erative nature. Subsequently, other cognitive domains are affected and different accompa-
nying motor system disorders may arise. Several clinical variants have been described
within the PPA spectrum. However, a review of the literature reveals that different termi-
nologies are used to describe these variants, due to the previous lack of guidelines for
subtyping PPA. Recently, with the aim of improving the uniformity of case reporting and the
reliability ofresearchresultsin PPA,aninternational group of experts published a Consensus
Classification of the three mostaccepted PPA clinical variants [2]. Patients are classified into
these PPA clinical variants based on specific speech and language features, and diagnosis
may be further supported by neuroimaging if the expected pattern of atrophy and/or hypo-
metabolism or hypoperfusion is found. Thus, the non-fluent/agrammatic variant (nfvPPA)
is characterized by agrammatism and/or motor speech articulatory errors attributable to
an apraxia of speech (AOS) [3, 4]. Impairment of sentence comprehension for difficult
syntactic constructions may also be present. Consensus neuroimaging-supported diag-
nostic markers are atrophy and/or functional abnormalities in the left posterior fronto-
insularregion. The core features of the semantic variant (svPPA) are impaired confrontation
naming and single-word comprehension. Object knowledge is usually affected but repe-
tition and motor speech are spared [5]. The clinical diagnostic criteria of svPPA are imaging-
supported by circumscribed damage in the anterior temporal lobe. The logopenic variant
(IvPPA) [6] is defined by hesitant speech with word-finding pauses due to impaired single-
word retrieval and difficulty in sentence repetition, although object knowledge and motor
aspects of speech are spared. Consensus imaging-supported diagnostic markers are
predominant left posterior perisylvian or parietal abnormalities. The applicability of these
clinical criteria has been demonstrated in an unselected clinical sample using an algorithm
based on four key speech and language variables [7]. In addition, both structural and func-
tional neuroimaging studies have established consistent neuroanatomical correlations in
PPA variants at the group level [6, 8]. However, the neuroimaging diagnostic criteria, espe-
cially those for nfvPPA and IvPPA, have not been widely validated at the individual level in
clinical practice.

In clinical-pathological correlation studies, each variant has been preferentially asso-
ciated with a particular neuropathological substrate. Most cases of svPPA presentasubstrate
of frontotemporal lobar degeneration (FTLD) with transactivation response DNA binding
protein 43 (TDP-43)-positive cellular inclusions (FTLD-TDP), whereas the IvPPA is predom-
inantly linked to Alzheimer’s disease (AD) pathology [9, 10]. By contrast, the neuropatho-
logical substrate of nfvPPA is more heterogeneous. Although nfvPPA is most often asso-
ciated with FTLD-tau pathology [11, 12], up to 30% of cases have been related to AD
pathology [13]. FTLD-TDP pathology related to mutations in the progranulin gene (GRN) [9,
13] and, more recently, to the hexanucleotide expansion in C90RF72, which has also been
described in patients fulfilling criteria for nfvPPA [14, 15].

In recent decades, process biomarkers such as AD-cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers
[16] or amyloid positron emission tomography (PET) [17, 18] have been used in research
settings to improve clinical-pathological correlations. Previous data on PPA patients have
highlighted the association of both AD-CSF biomarkers [19, 20] and amyloid PET [7, 8] with
IvPPA, pointing to the usefulness of both biomarkers to differentiate AD PPA from non-AD
cases. To date, however, only AD-CSF biomarkers have been available for clinical diagnosis in
the European Union.
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The aim of this study was therefore to describe in an unselected cohort of PPA patients
the association between PPA clinical variants and, firstly, the consensus neuroimaging-
supported diagnostic criteria and, secondly, available biochemical and genetic markers.

Materials and Methods

Participants and Clinical and Cognitive Assessment

Thirty-nine patients presenting with progressive language impairment were prospectively recruited
from the Alzheimer’s Disease Unit of the Hospital Clinic, Barcelona, Spain. Of these, 32 fulfilled current diag-
nostic criteria for PPA [2] and were clinically classified as nfvPPA, svPPA or IvPPA. Those patients who did not
fulfil the consensus core or ancillary features for any of the defined variants were considered as unclassified
PPA (uPPA). Seven patients who showed generalized cognitive impairment and/or relevant behavioural
disturbances were excluded. The study was approved by the Ethics Committee of the Hospital Clinic and all
participants provided written informed consent to participate in the study.

Detailed information regarding language impairment was collected using a structured form that
included the semi-quantitative assessment of different speech and language features, as proposed on the
Progressive Aphasia Language Scale [7], in this case adapted to Spanish-speaking patients. Each feature
was scored as being absent (0), subtle or questionable (1), mild (2) or moderate or severe (3). Four patients
with severe single-word repetition impairment due to AOS were excluded from the sentence repetition
analysis. The assessment of those patients included in the study prior to publication of the scale was based
on videotape recordings and/or a language datasheet.

All participants underwent a comprehensive cognitive assessment, as described elsewhere [21].
Language testing included several subtests from the Boston Diagnostic Aphasia Examination [22], the
Boston Naming Test [23], the Controlled Oral Word Association Test (1 min, letters F, A, S) [24] and the
Pyramids and Palm Trees test [25]. Five patients were unable to complete the cognitive battery because
of their language disturbances.

Brain Magnetic Resonance Imaging and Single Photon Emission Computed Tomography/PET:

Acquisition and Analysis

Twenty-nine patients were examined on a 3-tesla magnetic resonance imaging (MRI) scanner
(Magnetom Trio Tim, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany). A high-resolution three-dimen-
sional structural dataset was acquired. Three subjects presented exclusion criteria for MRI.

Cerebral blood flow or glucose metabolism was studied in 27 patients with single photon emission
computed tomography (SPECT) or PET neuroimaging, respectively. Final axial, coronal and sagittal
tomographic SPECT/PET images were visually analysed to localize regional uptake/perfusion and
uptake/metabolic deficits. Brain SPECT was performed using a rotating dual-head gamma camera
(Infinia Hawkeye 4, General Electric Healthcare) fitted with a low-energy and high-resolution colli-
mator. Dataacquisition started 20 min after intravenous injection of 740 MBq of °°™Tc-HMPAO (Ceretec;
General Electric Healthcare). For PET neuroimaging, patients fasted for at least 4 h before intravenous
injection of 4.7 MBq/kg of '8F-fluorodeoxyglucose (FDG). At the moment of injection, they all had a
blood glucose concentration below 130 mg/dl. Image acquisition began 30 min after FDG injection
using a PET-CT scanner (Biograph, Siemens). A standard 11-min head/brain PET-computed tomog-
raphy routine was performed. Reconstruction was performed with attenuation correction using the
OSEM algorithm (16 subsets and 8 iterations), with a matrix of 128 x 128 x 64 and voxel size of 2.6 x
2.6 x 2.43 mm.

Every MRI and SPECT/PET scan was evaluated by an experienced radiologist or nuclear medicine
clinician and 2 neurologists, all of whom were blinded to the patients’ clinical data. For each PPA variant,
we assessed in all patients the presence or absence of three imaging-supported diagnostic biomarkers: (a)
predominant atrophy and/or hypoperfusion/hypometabolism in the left posterior fronto-insular region;
(b) predominant atrophy and/or hypoperfusion/hypometabolism in the anterior temporal lobe, and (c)
predominant atrophy and/or hypoperfusion/hypometabolism in the left posterior perisylvian or parietal
region. When brain damage was generalized or affected other cortical regions, the imaging study was
considered unclassifiable.
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Table 1. Summary of demographic features and severity scores for PALS variables of the 32 PPA patients

nfvPPA svPPA IvPPA uPPA Omnibus
(n=15) (n=5) (n=7) (n=5) significance
Demographics
Age at onset, years 63+7.8 62.84+9.6 64.2+7.5 65.4+3.9 NS
Disease duration, years 3.6£2.9 3.2£1.7 3.2+2.3 2.8+£1.7 NS
Male gender 7 (47%) 3 (60%) 0(0) 3 (60%) NS
Education, years 11.3£5.9 10.8+4.2 8.5+4.7 9.4+5.1 NS
PALS variables
Motor speech disorder (AOS) 2+0.8%+* b ¢ 0+0 0+0 0.8+1.0 <0.001
Agrammatism 1.6£0.7%**b.¢ 0+0 0+0 0.8+0.4%>¢  <0.001
Naming 1+2.2 3x0*+ac 1.4+1.1 1.7+0.5%2 <0.01
Single-word comprehension 0+0 1xQ***ac 0+0 0.8+0.4**¢ <0.001
Single-word repetition 1.2+1.4 00 0.7+0.7 0.8+0.8 NS
Sentence comprehension 0.2+0.5 0.4+0.5 0.4+0.7 0.8+1.3 NS
Sentence repetition 0.9+1.1 00 2.420.7%%ab 14415 <0.01

Figures are means * SD or number with percentages in parentheses. NS = Not significant; PALS = Progressive
Aphasia Language Scale. Asterisks denote significantly impaired at * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001 (Mann-
Whitney test). Superscript letters denote comparison with nfvPPA (%), svPPA () and IvPPA (). Four patients with
severe single-word repetition impairment were excluded from the analysis of sentence repetition.

Biochemical and Genetic Markers

Blood was collected from all subjects for determination of progranulin serum levels, APOE geno-
typing and mutational screening when the patient reported an autosomal dominant or familial (first-
degree relative) early-onset dementia. A commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
was used to assess serum progranulin levels (Adipogen, South Korea). APOE genotyping was performed
by PCR amplification and Hhal restriction enzyme digestion. Mutational screening for GRN (exons 1-13)
and MAPT (exons 1 and 9-13) genes was performed as previously described [26]. C9ORF72 GGGGCC hexa-
nucleotide repeat expansion was tested with arepeat-primed PCR as described elsewhere [27]. Fragment
length analysis was performed on an ABI 3130XL genetic analyser (Applied Biosystems, Foster City,
Calif., USA), and data were analysed using GeneMapper software (version 4.0, ABI).

Twenty-six patients underwent a lumbar puncture to study CSF biomarkers related to AD pathology:
amyloid-f1_42 (AB42), total tau (T-tau) and phosphorylated tau at threonine 181 (P-tau). Biomarkers were
measured by ELISA kits (Innogenetics, Ghent, Belgium) following manufacturer instructions and were
considered suggestive of AD pathology if AB4, <500 pg/ml and T-tau >450 pg/ml and/or P-tau >75 pg/ml
[16, 28] and/or the Af4,/P-tau ratio <6.43 [29].

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with PASW 18.0 (IBM Corp.). Quantitative data are expressed as
mean and SD. Due to the small size of some of the groups analysed and the non-parametric distribution of
several quantitative variables, the Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis test was used to compare
quantitative variables between the four PPA subtype groups. Categorical data were compared by means
of Fisher’s exact test. The significance level for all tests was set at p < 0.05.

Results

PPA Classification: Demographic, Clinical and Cognitive Features

Fifteen patients fulfilled clinical research criteria for nfvPPA, 5 for svPPA and 7 for
IvPPA. Five patients were considered unclassifiable according to established criteria. There
were no differences between the groups in terms of age at onset, sex, years of education,
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Table 2. Quantitative neuropsychological data

nfvPPA svPPA IvPPA uPPA Omnibus
(n=13) (n=4) (n=6) (n=4) significance
Verbal memory (recognition
CERAD)/20 18.2+1.7 15.2+1.8%2 16+3.2 17.3+3 NS
Visual memory (CERAD)/11 7.3+4.0 9.7+1.5 5.5+£3.5%D 3.7+4.7 NS
Figure copy/11 9.1+2.4 110 9.8+1.9 8.5+3.5 NS
VOSP letters/20 19+1.5 20+0 18.6+1.6 18.5+2.1 NS
Verbal fluency, animals/min 11.9+5.0 7.8+4.6 11.4+6.5 8.2+3.7 NS
Trail Making Test part A (time), s 68+34.6 45+15.5 77.2%¥41.4 129.7+£52.3%2  <0.05
Digits forward/8 6+1.3 5.6+0.5 6+0.8 6+0 NS
Letter fluency (F, A, S), words/min 13+8 32+20%2 15+13 18.2+17 NS
Boston Naming Test/60 49.2+8.1 14.2+8.5%*%acd 39 5412%2 36.2£8.7%2  <0.001
Comprehension BDAE/15 14+0.9 14.6+0.5 14.5+0.5 14.2+0.9 NS
Pyramids and Palm Trees test/52  49.03+2 47+0.5 50.2+1.7 41.2+10.7 NS
Word discrimination, BDAE/72 64.5+7 68.7£1.8 70.2£2.8 71.6+0.5 NS

Figures are means + SD. NS = Not significant; CERAD = Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease;
VOSP = Visual Object and Space Perception Battery; BDAE = Boston Diagnosis Aphasia Examination. Asterisks denote
significantly impaired at * p < 0.05, *** p < 0.001 and * p < 0.1, i.e. marginal significance (Mann-Whitney test). Super-
script letters denote comparison with nfvPPA (%), lvPPA () and uPPA (4).

and/or disease duration from symptom onset (table 1). Impaired word-finding was the most
frequent first symptom reported (n = 20, 62%, p < 0.05), followed by motor speech diffi-
culties (n =9, 28%, p > 0.05). Only 1 nfvPPA patient (6%) presented grammatical abnormal-
ities, specifically, difficulties with verb conjugation as an isolated initial symptom. Other
early symptoms were phonemic paraphasias in 1 lvPPA patient (14%) and impaired compre-
hension of single-word meaning in an svPPA patient (20%). As predicted, nfvPPA patients
had higher mean scores on motor speech assessment and agrammatism (table 1). svPPA
patients presented the greatest deficits in confrontation naming and single-word compre-
hension, whereas sentence comprehension was relatively spared in comparison with single-
word comprehension. IvPPA patients had the greatest difficulty with sentence repetition.
Regarding the 5 uPPA cases, 1 of them presented spontaneous speech which resembled that
of IvPPA, with slow speech, word-finding pauses and anomia, but with sentence repetition
and single-word comprehension spared. The other 4 uPPA patients showed impairments in
confrontation naming, object knowledge and single-word comprehension. Although none of
these patients presented surface dyslexia or dysgraphia, grammar (in 3 patients), motor
speech (in 2 patients) and/or sentence repetition (in 3 patients) were also impaired,
rendering them unclassifiable using consensus criteria or Leyton’s algorithm.

Table 2 presents quantitative data from the first formal cognitive assessment. Results
regarding performance on non-language neuropsychological tests in PPA can be misinter-
preted due to the level of aphasia, and they must therefore be interpreted with caution.
svPPA patients showed the greatest impairment on the verbal memory test. Scores on visual
memory tests were lower among IvPP and uPPA patients, and the latter also performed
worse on the executive function tests. Visuoperceptual skills were intact in all patients.

Clinical signs of parkinsonism or motor neuron disease were not present in any PPA
patient at inclusion. Eleven (34%) PPA patients reported a family history of cognitive
impairment in at least 1 first-degree relative, but only 3 nfvPA patients had a first-degree
family history of early-onset dementia. No PPA patient with familial dementia had rela-
tives affected by motor neuron disease.
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Table 3. Frequency of positive imaging-supported biomarkers and AD-CSF biochemical markers in PPA patients

nfvPPA (n = 15) svPPA(n=5) IvPPA (n=7) uPPA(n=5)

MRI 10/13 (76%) 5/5(100%) 4/7 (57%) A2/4(50%); B 1/4 (25%)
SPECT/PET 9/13 (69%) 2/2(100%) 6/7 (86%) A 2/4 (50%); B 2/4 (50%)
One positive neuroimaging biomarker ~ 10/15 (66%) 5/5(100%) 7/7 (100%)

Both positive neuroimaging biomarkers ~ 9/11 (81%) 2/2 (100%) 3/7 (43%)

Positive AD-CSF biomarkers 0/11 0/3 7/7 (100%) 3/5 (60%)

Predominant atrophy and/or hypoperfusion/hypometabolism in: A = left posterior fronto-insular region;
B = left posterior perisylvian-parietal region. Figures are numbers with percentages in parentheses.

Table 4. Biochemical and genetic marker data

nfvPPA(n=15) svPPA(n=5) IvPPA(n=7) uPPA(n=5) p value

Progranulin serum levels, ng/ml ~ 122+38**¢ 151+46 155420 139432 NS
APOE €4, n 2 (14%) 0 3 (42%) 1 (20%) NS

nfvPPA(n=12) svPPA(n=3) 1vPPA(n=6) uPPA(n=5)

A4y, pg/ml 654+171%¢ 819+294*%¢ 340+71 485+123%¢ <0.001
T-tau, pg/ml 298£131**¢ 304£118%¢ 880+546 429+279 <0.01
P-tau,g;, pg/ml 81.3x110**¢ 45.2+£7.1%¢ 129.2+61.7 78.2%£37.3 NS

Figures are means * SD. NS = Not significant. Asterisks denote significantly impaired at * p < 0.05, ** p < 0.01
and * p < 0.1, i.e. marginal significance (Mann-Whitney test). Superscript letter denotes significantly impaired
relative to IvPPA (9).

Neuroimaging Biomarkers: MRI and SPECT/PET

Results of neuroimaging biomarkers are summarized in table 3, while detailed indi-
vidual results for all subjects are available online in the online supplementary table 1 (for
all online suppl. material, see www.karger.com/doi/10.1159/000346289). All svPPA and
IvPPA patients showed at least 1 positive neuroimaging-supported diagnostic biomarker,
whereas this was the case for only 66% of nfvPPA patients.

Regarding those patients for whom both structural and functional neuroimaging data
were available, 81% of nfvPPA and 100% of svPPA patients presented both positive
biomarkers, showing prominent atrophy and hypoperfusion/hypometabolism in the left
posterior fronto-insular region and in the anterior temporal lobe, respectively (fig. 1). IvPPA
patients were lesslikely to have both positive neuroimaging biomarkers (43%), and although
functional imaging abnormalities (86%) seemed to be more common than structural ones
(57%) in this group, the difference was not significant.

Biochemical and Genetic Biomarkers

Group mean values for biochemical and genetic markers are summarized in table 4.
AD-CSF biomarkers were studied in 26 patients (12 nfvPPA, 3 svPPA, 6 IvPPA and 5 uPPA). All
IvPPA and 60% of uPPA patients showed an AD-CSF biomarker profile, but this was not the
case for any patient in the other groups. The frequency of APOE €4 carriers was not signifi-
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Fig. 1. Representative axial brain MRI and PET images from single non-fluent/agrammatic (a, b), logo-
penic (¢, d) and semantic (e, f) PPA patients. The non-fluent/agrammatic variant of PPA is characterized
by predominant atrophy and hypometabolism in the left posterior fronto-insular region, the semantic
variant by predominant atrophy and hypometabolism in the anterior temporal lobe and the logopenic
variant by predominant atrophy and hypometabolism in the left posterior perisylvian or parietal re-
gion.

cantly different between groups (p = 0.27). Mean serum progranulin levels were lower in
nfvPPA patients, but the differences were not significant (p = 0.22). Two nfvPPA patients
presented low progranulin levels (53.3 and 92.5 ng/ml), and the analysis of the GRN gene
revealed p.C366fsX1 and p.C139R mutations, respectively [26]. The p.C366fsX1 carrier
presented with mild agrammatism. At follow-up, she showed rapid language impoverishment
with AOS and sentence comprehension impairment. This patient had a first-degree family
history of early-onset dementia and both her MRI and FDG-PET scans were compatible with
nfvPPA.The p.C139R carrier,withno family history, presented withisolated AOSbutdeveloped
generalized cognitive decline and atypical parkinsonism 2 years after inclusion. MRI neuro-
imaging of this patient showed generalized atrophy.

The other 2 nfvPPA patients with a first-degree family history of early-onset dementia
but who presented normal serum progranulin levels were screened for mutations in MAPT
and C90RF72.The C90RF72 GGGGCC hexanucleotide repeat expansion was found in both of
them. One nfvPPA carrier presented with language problems at age 52 and developed
clinical signs of motor neuron disease during follow-up. The other patient began with
language impairment at 50 years old and developed behavioural changes typical of fronto-
temporal dementia (FTD) 1 year after inclusion. Both of these patients presented non-
specific neuroimaging findings.
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Discussion

This study is based on an unselected cohort of 32 patients presenting with a primary
progressive language disorder. Recent consensus criteria for PPA and its clinical variants
were applied with the aim of describing the association between these clinical variants and,
firstly, neuroimaging-supported diagnostic criteria and, secondly, AD-CSF and genetic
biomarkers in patients meeting the criteria for PPA. Application of the consensus classi-
fication led to patients being categorized into four clinical groups: 46.8% fulfilled criteria
for nfvPPA, 15.6% for svPPA, 21.8% for IvPPA and 15.6% were uPPA cases at the time of
inclusion. Disease duration was similar across these groups, and the analysis of available
biomarkers confirmed the physiopathological and biological differences between the clinical
variants of PPA.

From the clinical point of view, word-finding difficulty, with subsequent impaired
naming, was the commonest first symptom reported in our cohort. This is a usual leading
symptom in all PPA variants and covers a wide range of clinical phenomena [30]. In our
cohort, anomia, as measured on the semi-quantitative clinical scale, was significantly
more severe in cases of sVPPA than in the other 2 variants. Accordingly, svPPA patients
obtained the lowest scores on the Boston Naming Test, as compared with nfvPPA and
IvPPA patients. It should be noted, however, that anomia is not considered a key feature
in the algorithm developed by Leyton et al. [7] as it failed to show good discriminatory
value and depends greatly on disease severity. As predicted, each variant was associated
with significantly higher scores in its key language or speech feature. With respect to
cognitive testing, svPPA patients performed worse on episodic memory tests, although
their day-to-day memory was preserved. In this regard, the effect of their semantic
deficits on performance cannot be ruled out [31].

Consensus criteria play a crucial role in unifying research findings and subtyping
prospective PPA cohorts from different centres. In our series, although the majority of PPA
patients could be classified into 3 PPA variants, some patients were unclassifiable because
their neurolinguistic deficits extended beyond the stipulated clinical criteria for a single
variant: 15.6% cases met core criteria for more than 1 variantand 1 case presented only 1
isolated core criterion for a single variant. Other studies conducted since the publication of
the consensus criteria have reported similar percentages of unclassifiable patients with
mixed PPA features [32, 33]. The possibility that the overlapping features were attributable
to an advanced form of the disease with a greater burden of language deficits was not
supported by either the global assessment or the disease duration. Three uPPA patients
could have been classified as mixed variant PPA, as proposed by Mesulam et al. [32, 34],
because of the presence of word comprehension impairments and agrammatism. Two of
these patients,as did some of the casesreported by Mesulam, also presented altered sentence
repetition. Given the overall neuropsychological results (with a more pronounced
impairment of other extralinguistic domains, particularly on visual memory tests and the
Trail Making Test part A), and taking into account the AD-CSF results, we would argue that
the reason for the overlapping language features in 50% of uPPA patients is related to the
presence of an underlying AD.

[tisalso importantto consider the ongoing debate about whether patients with predom-
inant or isolated AOS without clear agrammatism should be classified in the nfvPPA group
or not [32, 35]. Clinicopathological series have highlighted that AOS is more likely to have
underlying brain 4R-tau pathology, whereas some patients with pure agrammatism without
AOS could present FTLD-TDP pathology [12, 36]. In our cohort, we followed consensus
criteria and both types of patients were included in the nfvPPA group. However, only 1 case
presented with isolated agrammatism, whereas almost all the nfvPPA patients (14 of 15)
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showed a combination of varying degrees of AOS and grammatical errors and/or oversim-
plification of phrases.

With respect to neuroimaging findings, group studies using semi-quantitative techniques
such as voxel-based morphometry have established consistent neuroanatomical correlations
in PPA variants [6]. However, even if structural and functional imaging in PPA patients usually
shows asymmetrical abnormalities within the language circuits located in the dominant
hemisphere, it can be difficult in clinical practice to apply the ‘three variants’ neuroimaging
criteria at the individual level, particularly in nfvPPA and IvPPA patients, where cases with an
unremarkable MRI have been reported in the literature [10]. We interpret these discrepancies
in terms of the different sensitivity of the semi-quantitative group-based analyses performed
in research studies as compared with the qualitative analysis of individual clinical data. In
addition, clinical heterogeneity cannot be ruled out. In the present study, all 5 svPPA patients
presented a positive structural neuroimaging biomarker, suggesting, in agreement with
previous reports, that severe anterior temporal involvement in svPPA, even in the mildly
symptomatic stage of the disease [6, 37], makes anterior temporal atrophy an excellent key
feature which supports the diagnosis of this variant at the individual level in clinical practice.
A further point is that this focal anatomical involvement is known to be related to the
progressive loss of semantic knowledge in svPPA [5] and, as a result, poor comprehension of
single words and severe progressive anomia are obvious manifestations of svPPA. Conversely,
the neuroimaging-supported criteria were not completely metin the nfvPPA and IvPPA groups,
even though there were no differences in disease duration with respect to svPPA patients.
These findings suggest that the pattern of atrophy/hypometabolism which has been clearly
shown in various group-based studies is less useful at the individual level in these variants.

While all IvPPA patients showed atleast 1 positive neuroimaging biomarker, fewer than
half of them presented both neuroimaging markers. Although the difference was not signif-
icant, functional neuroimaging seemed to be more sensitive than MRI at detecting a focal
pattern of left posterior perisylvian or parietal region involvement in IvPPA. Previous struc-
tural [6] and functional neuroimaging studies [8, 38] have emphasized the involvement of
the left temporoparietal region in IvPPA at the group level. Furthermore, the most striking
feature for all our IvPPA patients, namely a severe difficulty repeating sentences, which is
caused by a phonological short-term memory deficit, has been related anatomically to the
involvement of the temporoparietal junction [39].

Regarding nfvPPA, previous findings from structural and functional group studies have
clearly shown grey matter atrophy/hypometabolism in the left inferior frontal and insular
region [6, 40]. Although incorporating both neuroimaging biomarkers in this group improved
the rate of imaging-supported diagnosis, the anatomical distribution of brain damage in
nfvPPA exhibited, on clinical neuroimaging, a weaker association with clinical criteria at the
individual level than was the case in the other 2 variants considered in our series. MRI seemed
tobe as sensitive as functional neuroimaging when indicating the left posterior fronto-insular
region as the preferential anatomical site of pathology. Interestingly, a longitudinal study
examining the progression of cortical thickness in PPA showed extension of the atrophy from
the fronto-insular region to the prefrontal cortex, temporoparietal cortex and the anterior
temporal lobe [41]. Consequently, in nfvPPA the anatomical distribution of brain atrophy
involving the perisylvian region may sometimes overlap with that observed in IvPPA as the
disease progresses, making diagnosis by visual inspection a challenge in advanced cases.

All PPA variants have been related to AD, although in a very different proportion, with
IvPPA being the most frequent variant [10, 13]. Accordingly, all our lvPPA patients presented
AD-CSF biomarkers, this being consistent with previous studies showing the typical AD-CSF
biomarker profile [18, 19]. The idea that AD pathology underlies IvPPA has been further
strengthened by studies showing amyloid deposition on PET-Pittsburgh compound B scans
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in logopenic patients [7, 8]. Furthermore, recent reports on AD-CSF biomarkers have
confirmed different CSF biomarker profiles for AD, FTD and PPA [42]. The detection of under-
lying AD pathology in these patients is clinically relevant for treatment and prognosis and,
ultimately, for patient selection in clinical trials. In this regard, the AD-CSF results obtained
in the present cohort suggest that 60% of uPPA could be related to the presence of underlying
AD pathology. Conversely, none of the svPPA or nfvPPA cases presented an AD-CSF profile.
Previous reports involving amyloid PET neuroimaging have usually reported a small
percentage of positive cases within these two groups. We believe there to be two reasons for
these discrepancies. First, our criteria for the AD-CSF profile required not only diminished
AB4;, supportive of amyloidosis, but also elevated T-tau, P-tau or Af,4,/P-tau, supporting
neuronal injury related to AD pathology. In this regard, 1 nfvPPA and p.C139R carrier
presented reduced A4, with normal injury markers, which could be interpreted as coex-
isting amyloidosis related to aging. Secondly, 16% of our PPA patients were considered
unclassifiable according to the recent criteria, but they could have been previously classified
as non-fluent or logopenic, and 60% of them presented an AD-CSF profile.

With respect to genetic findings, it should be underlined that while familial FTD accounts
for 10% of cases, familial PPA is usually considered infrequent [43]. Three of our nfvPPA
patients had a first-degree relative with early-onset dementia and were shown upon testing
to be carriers of a dementia-causing mutation, supporting the idea that genetic alterations are
more frequent in nfvPPA than in IvPPA or svPPA. Another nfvPPA patient with low serum
progranulin levels but no family history of dementia in first- or second-degree relatives also
showed a GRN mutation. This finding supports the idea that decreased serum progranulin
levels are a good screening test to detect GRN mutation carriers [26], even in the absence of a
family history of disease. The other 2 familial nfvPPA cases presented the expanded hexanu-
cleotide C90RF72 mutation. Language dysfunction, nfvPPA or mixed PPA is a common presen-
tation of GRN mutations [44]. The frequency of language disturbances at onset in C9ORF72
mutation carriers is variable across series, with 9-27% of patients presenting with nfvPPA
[14, 15]. With respect to APOE, and as expected, the highest rate of APOE €4 positives was
found among IvPPA patients [6], although the difference was not significant, probably due to
sample size. Notably, more than half of our IvPPA patients were APOE €4 negative, suggesting,
as in a previous report, that the frequency of APOE €4 carriers could be lower in patients with
anon-memory phenotype of AD than in AD patients with the typical memory phenotype [45].

The present study has two main limitations. First, the sample size is small, although it
is notvery different from that described in other single-centre studies in a clinical dementia
unit setting. Second, it would be desirable to have neuropathological results with which to
perform clinicopathological correlations. In this regard, above and beyond the presence of
AD pathology in patients with an AD-CSF profile and FTLD-TDP-43 in those patients with
mutations in PGRN or C9ORF72 hexanucleotide expansion, the neuropathological prediction
in each patient could only be based on previous studies rather than on our own data, as
discussed in the text.

In conclusion, we found an excellent association between clinical and neuroimaging-
supported diagnostic criteria in svPPA and lvPPA. AD-CSF markers were associated with
IvPPA, as well as with some cases of uPPA. Neuroimaging, biochemical and genetic markers
suggested a heterogeneous substrate in nfvPPA. These findings indicate that incorporating
the study of biochemical and genetic markers into the assessment of PPA could improve the
neuropathological prediction of some such cases, especially nfvPPA and uPPA. Further
studies with larger samples, longitudinal follow-up and post mortem assessments are now
needed in order to study the biological correlates of biomarkers in PPA patients, as well as
to incorporate new criteria for other PPA subtypes or to improve the neuropathological
prediction of each recognized subtype.
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Abstract. Progranulin gene (GRN) mutations cause frontotemporal lobar degeneration (FTLD) with TDP43-positive inclu-
sions, although its clinical phenotype is heterogeneous and includes patients classified as behavioral variant-FTLD (bvFTLD),
progressive non-fluent aphasia (PNFA), corticobasal syndrome, Alzheimer’s disease (AD), or Parkinson’s disease (PD). Our
main objective was to study if low serum progranulin protein (PGRN) levels may detect GRN mutations in a Spanish cohort of
patients with FTLD or AD. Serum PGRN levels were measured in 112 subjects: 17 bvFTLD, 20 PNFA, 4 semantic dementia,
34 sporadic AD, 9 AD-PSENI mutation carriers, 10 presymptomatic-PSENI mutation carriers, and 18 control individuals. We
detected 5 patients with PGRN levels below 94 ng/mL: two of them had a clinical diagnosis of bvFTLD, two of PNFA, and
one of AD. The screening for GRN mutations detected two probable pathogenic mutations (p.C366fsX1 and a new mutation:
p-V279GfsXS) in three patients and one mutation of unclear pathogenic nature (p.C139R) in one patient. The other patient
showed a normal GRN sequence but carried a PRNP gene mutation. We observed no differences in serum PGRN levels between
controls (mean = 145.5 ng/mL, SD =28.5) and the other neurodegenerative diseases, except for the carriers of pathological GRN
gene mutations (mean =50.5 ng/mL, SD =21.2). Null GRN mutation carriers also showed lower serum PGRN levels than the
patient who was a carrier of p.C139R (92.3 ng/mL) and the one who was a carrier of the PRNP mutation (76.9 ng/mL). In
conclusion, we detected GRN null mutations in patients with severely reduced serum PGRN levels, but not in patients with
slightly reduced PGRN levels.

Keywords: Alzheimer’s disease, biomarker, exon skipping, frameshift, frontotemporal lobar degeneration, mutation, progranulin,
serum, splicing
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presentations of FTLD: frontotemporal dementia or
behavioral variant-FTLD (bvFTLD), progressive non-
fluent aphasia (PNFA), and semantic dementia (SD).
Around 40% of FTLD cases have a familial history of
the disease, and the majority of these cases show an
autosomal dominant pattern of inheritance [2]. How-
ever, FTLD is genetically heterogeneous and multiple
genes have been implicated in its pathogenesis; the
vast majority of monogenic FTLD cases are caused by
mutations in the Progranulin gene (approved HUGO
gene symbol GRN; MIM# 138945) and Microtubule-
associated Tau-protein gene (MAPT), or the recently
described Chromosome 9 open reading frame 72 gene
(C90ORF72) [3-T].

Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent cause
of degenerative dementia in developed countries [8].
The typical clinical profile starts with an episodic
memory dysfunction and then progresses to other cog-
nitive domains. Monogenic AD represents less than
1% of the cases and is usually associated to autoso-
mal dominant early-onset AD. Pathogenic mutations
have been found in three different genes: Presenilin 1
(PSENI), Amyloid-$ protein precursor (ABPP), and
Presenilin 2 (PSEN2) (AD&FTD Mutation Database;
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). Further-
more, some patients carrying a GRN mutation have
been clinically diagnosed with AD, showing that in
some cases, GRN mutations may mimic a clinical AD
phenotype [9-11].

GRN gene is expressed in a wide variety of tis-
sues, including neuronal and microglial populations of
the central nervous system and codes for a precursor
protein containing 7.5 tandem repeats of 12 cysteinyl
granulin motifs. Mutations in GRN are responsible
for FTLD with ubiquitin-positive, TAR DNA-binding
protein (TARDBP, also known as TDP-43)-positive
inclusions (FTLD-TDP43) [12]. However, clinical
phenotypes are more heterogeneous. Currently, there
are 69 different mutations described in the GRN gene
(including point mutations, frameshift mutations and
partial or complete gene deletions) (AD&FTD Muta-
tion Database) that have been described mainly in
familial or sporadic bvFTLD, although other clini-
cal phenotypes such as PNFA, corticobasal syndrome,
AD or even Parkinson’s disease (PD) are also possible
[11, 13-16]. These data, together with its incomplete
penetrance at 65 years, suggest that GRN mutational
screening should be considered in all FTLD patients
(regardless of family history of dementia or age of
onset) and even extend it to other clinical phenotypes.
As pathogenic GRN mutations cause disease through
haploinsufficiency, reduced serum or plasma levels of
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progranulin protein (PGRN) have been proposed as a
promising biomarker and as a screening method for the
detection of GRN mutations, with a good sensitivity
and specificity [9, 10, 17-20].

In this context, our main objective was to study if
low serum PGRN levels may detect GRN mutations
in a Spanish cohort of patients with FTLD or AD.
Furthermore, we also wanted to know if mutations
in the PSENI gene could also be modifiers of serum
PGRN levels, by analyzing them in presymptomatic
and symptomatic PSENI mutation carriers.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

We selected controls and patients diagnosed with
FTLD or AD from the “Alzheimer’s disease and other
cognitive disorders” unit at the Hospital Clinic of
Barcelona. All participants underwent a complete clin-
ical and neuropsychological assessment and structural
neuroimaging: cranial tomography (CT) or magnetic
resonance imaging (MRI). Functional imaging using
either single photon emission tomography (SPECT)
or positron emission tomography (PET) was also per-
formed in some patients. Furthermore, some patients
underwent lumbar puncture in order to analyze cere-
brospinal fluid (CSF) AD biomarkers. The diagnoses
of the three clinical syndromes associated with FTLD
(bvFTLD, PNFA, and SD) were made using the
Neary’s criteria [1] and diagnosis of AD using the
NINCDS/ADRDA’s criteria [21]. A total of 112 sub-
jects were analyzed: 17 with bvFTLD, 20 with PNFA,
4 with SD, 34 with sporadic AD, 9 with symptomatic
(AD-PSENI), and 10 with presymptomatic PSENI
mutation carriers (presymp-PSENI) and 18 control
individuals. Their demographic data are summarized
in Table 1. PSENI mutations were: 1439S, K239N,
L282R,M139T (presymp-PSENT) and 1439S, K239N,
L282R, M139T, L235R, L286P (AD-PSENI). Fur-
thermore, 5 family members were included after the
detection of GRN mutations in the probands. Post-
mortem confirmation of diagnosis is not available at
this time for any of the subjects studied. All partici-
pants or their legal representatives gave their informed
written consent, which was approved by the Ethics
Committee of the Hospital Clinic of Barcelona.

Determination of PGRN serum levels

Blood was drawn and processed within 4 h after col-
lection. Each tube was centrifuged at 2000 x g at 4°C
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Table 1
Demographic characteristics of subjects included in the study. Two individual subjects (one with a missense GRN gene mutation and another
one with a PRNP gene mutation have been detailed in the main text)

bvFTLD PNFA SD GRN AD AD-PSEN1  Presympt-  Controls
Mutations* PSENI

n 15 18 4 3 33 9 10 18
Age? (years) 63.0 (11.1) 71.0(7.5) 76.7 (4.8) 64.0 (8.5) 67.3 (8.7) 53.0(12.2) 36.3(10.5) 55.1(14.9)
Women (%) 60 66.7 25 100 66.7 25 80 67
Serum PGRN (ng/mL) 143.0 (25.5) 1429 (30.0) 144.7 (26.1) 50.5(21.2) 139.6(23.8) 157.6(48.4) 161.3(31.9) 145.5(28.5)
Range (ng/mL) 102.2-185.9 104.1-222.2 119.4-1754 452-53.3 103.2-189.4 110.9-262.5 116.6-231.3 103.8-187.3
p value NS NS NS <0.001 NS NS NS

n CSF 3 10 2 3 12 2 2 15

CSF AB - levels (pg/mL) SO1.1(71.7) 635.2 (162.1) 594.6 (295.1) 640.9 (193.0) 315.9 (104.0) 367.5 (237.4)1355.1 (373.8)756.9 (91.0)
CSF t-tau levels (pg/mL) ~ 437.9 (462.4) 297.5 (137.2) 207.4 (44.5) 231.0 (39.5) 905.8 (412.0)1375.0 (106.1) 226.8 (8.8) 224.3 (70.7)
CSF p-tau levels (pg/mL) ~ 59.1 (57.4) 54.6(18.7) 37.8(0.1)  382(3.4) 134.1(457) 159.6(17.8) 52.6(3.3) 48.7(9.4)

Age, serum PGRN levels, CSF ABj-4; levels, CSF t-tau levels and CSF p-tau levels are shown as: mean (SD). *Null GRN mutations p.C366fsX1
and p.V279GfsXS. ?At blood sampling. p value represents the ANOVA comparisons between groups with a Dunnet’s test post hoc correction
for multiples comparisons, using the control groups as a reference; NS: no significant. PGRN: progranulin; bvFTLD: behavioral variant of fron-
totemporal lobar dementia; PNFA: progressive nonfluent aphasia; SD: semantic dementia; AD: Alzheimer’s disease; AD-PSEN1: Alzheimer’s
disease patients with a mutation in PSEN/ gene; Presympt-PSEN1: presymptomatic carriers of a mutation in PSENI gene; t-tau: total tau; p-tau:

phosphorylated tau at threonine 181.

for 10 min, and serum was separated and stored in 1 mL
aliquots at —80°C until further use in this study. A com-
mercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kit was used to assess the PGRN level in each sam-
ple against a polyclonal antibody specific for human
PGRN (Adipogen, Korea). Each sample was run in
duplicate and absorbance readings at 450 nm were
corrected for blank absorbance. Protein concentra-
tions were extracted from a standard curve (quadratic
polynomial). A positive serum control (GRN mutation
carrier) was added in each assay to guide the interpre-
tation of the results.

Genetic analysis

All the patients with serum PGRN levels below
120 ng/mL were screened for the presence of GRN
mutations at the DNA level. We chose this cutoff
over the higher serum cutoff of 94 ng/mL that had
been previously published and had showed an excel-
lent sensitivity and specificity for the detection of null
mutations [18], with the objective of not considering
cutoffs from other laboratories too rigorous.

The isolation of genomic DNA from blood was
carried out using the Wizard® Genomic DNA Purifi-
cation Kit (Promega, Fitchburg, Wisconsin, USA).
The exonic regions and flanking intronic sequences
of GRN (exons 1-13) were amplified by polymerase
chain reaction (PCR), using the Expand High-Fidelity
PCR System (Roche, Manheim, Germany) and primers
that had been previously described [4]. The EXOAP
purification was made before sequencing using the
Big Dye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems,

Carlsbad, California). Moreover, patient 5 underwent
a more complete mutational screening of exons and
flanking intronic sequences of the following genes as
previously described: PSEN1 and PSEN2 genes (exons
3-12) [22], ABPP gene (exons 16-17) [23], and MAPT
gene (exons 1 and 9-13) [24]. Moreover, patient 5
also was screened for the presence of a mutation in
PRNP gene. PRNP open reading frame was amplified
by PCR [25]. The electrophoresed PCR product of the
proband presented a double band: one lower band cor-
responding to the normal size and an upper band with a
size of about 100-150 bp larger. The PCR product was
cloned using the TA cloning system (Invitrogen, Pais-
ley, UK). The sequence of those clones containing the
larger band revealed the presence of a 120 nucleotides
insertion, corresponding to a 5-OPRI within the repeat
region of the prion protein (PrP) which results in an
extended PrP. The sequence of this region that begins
at residue 51 was R1, R2, R2, R3g, R2, R2, R2, R3g,
R3g, R4.

A Multiple Ligation Probe Amplification (MLPA)
panel with specific oligonucleotide probes for GRN
and MAPT genes and flanking regions (MLPA kit
P275-MAPT) was used according to the manu-
facturers’ instructions (MRC-Holland, Amsterdam,
Netherlands) in order to rule out the presence of a
partial or whole gene deletion.

To demonstrate if the mutational mechanism was
Non-sense Mediated mRNA Decay (NMD) or not,
RNA was extracted from whole blood drawn in Tempus
Blood RNA tubes (Applied Biosystems) and extracted
with the Tempus Spin RNA Isolation Kit (Applied
Biosystems). Retrotranscription was performed with
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Table 2
Serum progranulin levels and characteristics of subjects carrying a GRN mutation

Patient No Mutation Serum PGRN Initial clinical Age?
(ng/mL) diagnosis

Null GRN mutations

Patient 1 p-V279GfsX5 53.1 bvFTLD 74

Patient 1’s sibling p-V279GfsX5 74.4 PD 72

Patient 2 p.C366f£sX1 45.2 AD 61

Patient 3 p-C366£sX1 53.3 PNFA 58

Pathogenic nature unclear®

Patient 4 p.C139R 92.3 PNFA 67

Patient 4’s sibling p.C139R 95.4 Asymptomatic 66

Patient 4’s descendent p-C139R 89.3 Asymptomatic 42

2 At blood sampling. "Predicted pathogenic missense mutation based on the absence in control
individuals and on in silico data (evolutionary conservation and effect on protein structure and
stability). PGRN: Progranulin; PNFA: Progressive nonfluent aphasia; AD: Alzheimer’s disease;

bvFTLD: behavioral variant of frontotemporal lobar dementia; PD: Parkinson’s disease.

the SuperScript® VILO™ cDNA synthesis kit (Invit-
rogen).

Determination of CSF biomarkers

49 subjects underwent a lumbar puncture for the
analysis of AD biomarkers in CSF: Amyloid-f31-42
(AB1-42), total tau (t-tau), and phosphorylated tau at
threonine 181 (p-tau). These biomarkers were mea-
sured using ELISA (Innogenetics, Ghent, Belgium)
as previously described [26]. We are participants of
the QC program and AB1-42, t-tau, and p-tau;g levels
obtained in our laboratory for the Alzheimer’s Associ-
ation QC samples were within amean &+ 2 SD [27]. The
following pathologic cutoffs values were used: AB1-42
<500 pg/mL, t-tau >300 pg/mL in <50 yo, >450 pg/mL
in 51-70yo, and >500 pg/mL in >70 yo, and p-tauig;
>75 pg/mL [26].

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the
SPSS program, version 17.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA). We performed One-way ANOVA and a Dun-
net’s post-hoc test to compare the groups with the
control group. The level of significance was defined
as p value < 0.05.

RESULTS

Clinical and genetic data of patients with low
serum PGRN levels

After the analysis of 112 subjects, we observed

a wide range of serum PGRN levels (45.2-
231.3ng/mL). We detected 27 subjects with serum
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PGRN levels below 120ng/mL, although only 5 of
them were below the previously described cutoff of
94 ng/mL [18]. We did not detect any GRN mutation
in the patients with serum PGRN levels between 94
and 120 ng/mL. However, we detected two probable
pathogenic mutations in the three cases (clinical diag-
noses of bvFTLD, PNFA, and AD) with the lowest
serum PGRN levels (mean=150.5ng/mL; SD=21.2)
and one mutation of unclear pathogenicity in a patient
with PNFA and serum PGRN levels of 92.3 ng/mL
(Table 2). Thus, probable pathogenic GRN mutation
carriers showed significantly reduced serum PGRN
levels to about one third of the mean levels observed in
control individuals (mean=145.5ng/mL; SD=28.5;
p <0.001) or other clinical groups (Table 1). The other
patient with low PGRN levels (76.9ng/mL) had a
clinical diagnosis of bvFTLD and we detected a 5-
octapeptide repeat insertion (5-OPRI) in the prion
protein gene (PRNP). Further clinical and genetic data
of these patients and the other studied family members
are described in detail below.

Patient 1: GRN mutation p.V279GfsX5 carrier

This 69-year-old left-handed housewife consulted
for a two-year history of behavioral disturbances. Her
family reported depressive symptoms for the past 8
years, which were treated with antidepressants and,
in the last two, insidious behavioral problems. She
got divorced and, as noted, progressively abandoned
personal hygiene. Delusional thoughts were present
(“the maid steals”, prejudicial ideas against her ex-
husband) although she did not exhibit disinhibition
or antisocial conduct at this time. At the time of
the first evaluation, she scored normal in all cogni-
tive domains and a CT scan evidenced symmetric
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Fig. 1. Serum progranulin levels in the different groups with
the mean values of the different groups represented as a line
and individual subjects represented by dots. PGRN: progranulin;
bvFTLD: behavioral variant of frontotemporal lobar dementia;
PNFA: progressive nonfluent aphasia; SD: semantic dementia; AD:
Alzheimer’s disease; AD-PSEN1: Alzheimer’s disease patients with
a mutation in PSEN1 gene; Presympt-PSEN1: Presymptomatic car-
riers of a mutation in PSEN] gene.

frontotemporal atrophy (Fig. 2A). The following year,
her behavioral symptoms worsened with more apa-
thy, lack of insight, compulsive eating, and memory
problems, although marked cognitive and behavioral
fluctuations were noted. A mild axial parkinson-
ism was detected with no response to risperidone
withdrawal. The neuropsychological follow-up found
marked worsening of executive tasks and memory. A
perfusion SPECT showed a slightly asymmetric left-
sided fronto-temporal perfusion deficit (Fig. 2B). She
was diagnosed with bvFTLD although the diagnos-
tic of Lewy body dementia was not completely ruled
out. Over the next 18 months she exhibited a marked
global worsening with clinically relevant axial parkin-
sonism, with a progressive gait disturbance without
alterations in ocular movements, with grasping, dis-
inhibition, violent behavior toward caregivers, lack of
empathy, and progressive language impairment until
she became completely mute (except for an occasional
echolalia). Lumbar puncture was not performed. Her
APOE genotype was £3/e3. Her father died at 71 with
a non-specified dementia and a younger sibling was
diagnosed at 65 with PD (Hoehn and Yahr stage of
2 on the last visit) but maintains cognitively intact 7
years after the appearance of first motor symptoms.
Proband’s serum PGRN levels were 53.1 ng/mL.
GRN gene sequencing demonstrated the presence of a
new mutation that consisted in a single nucleotide sub-
stitution in the intron 8 splice acceptor site: Val279fs

IVS8-1 G>T. This mutation would probably lead to
exon 9 skipping and a premature translation termina-
tion: p.V279GfsX5 (c.836.933del) mutation. At the
genomic DNA level, we did not detect any single
nucleotide polymorphism in her GRN coding region.
Furthermore, we sequenced her cDNA and we only
observed a single sequence corresponding to the nor-
mal allele. Her sibling carried the same mutation
(serum PGRN levels of 74.4 ng/mL) and her offspring
was not a carrier of the mutation (serum PGRN levels
of 128.4 ng/mL).

Patient 2: GRN mutation p.C366fsX1 carrier

This 59-year-old right-handed woman complained
about growing difficulty on tasks requiring number
manipulations, spatial disorientation, and mild mem-
ory loss. Four months later, she also had word-finding
problems with anomia and impaired comprehension.
Her family did not report hallucinations or behavioral
symptoms. There was no relevant previous medical
history and there were no signs of parkinsonism or
motor neuron disease in her neurological examina-
tion. The neuropsychological examination evidenced
episodic and visual memory impairment, cognitive
inflexibility, inattention, constructive apraxia, and ini-
tial language and visual-spatial deficits. She scored
25 out of 30 on the Mini-Mental State Examination
(MMSE). A clinical diagnosis of AD was established.
Brain MRI showed frontal atrophy and brain SPECT
severe asymmetric left-sided predominant frontal-
temporal-parietal hypoperfusion (Fig. 2C, D). Her
APOE genotype was &2/e3. The CSF AD biomark-
ers were not suggestive of AD (AB1-42 of 647 pg/mL,
t-tau of 211 pg/mL, and p-tau of 35 pg/mL). It is worth
noting that she was the only patient clinically diag-
nosed with AD that did not present the typical profile
found in AD patients for these CSF biomarkers.

Her mother had suffered from cognitive impairment
in her early sixties with relevant language disturbances
and was diagnosed with AD. She died at 75 years of
age in a stage of advanced dementia. Her maternal
grandfather also suffered cognitive impairment in his
sixties, but there was no clinical information available.
None of her six younger siblings reported any cognitive
complaints.

Serum PGRN levels were 45.2ng/mL and GRN
sequencing demonstrated the presence a dinu-
cleotide deletion in the coding region of exon 10
(c.1095.1096delCT), causing a premature translation
termination at the protein level (p.C366fsX1 muta-
tion). cDNA from the proband was sequenced and we
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Fig. 2. Representative axial CT scans or T1-weighted MRI images of the patients 1, 2, and 3 (A, C, and E, respectively) and their corresponding
functional brain neuroimaging (B, D, and F). Patient 1 had a symmetric frontotemporal atrophy in the CT scan (A) and an asymmetric left-sided
frontotemporal perfusion defect in the SPECT (B). Patient 2’s MRI scan showed mild frontal atrophy (C) and significant asymmetric left-sided
frontotemporoparietal hypoperfusion in the SPECT (D). Frontal atrophy, but a predominantly left insular atrophy was evident in patient 3’'s MRI
scan (E), as well as hypometabolism in the left superior frontal region in the PET (F).

observed a single sequence that corresponded to the
normal allele.

Patient 3: GRN Mutation p.C366fsX1 carrier

This 57-year-old right-handed woman started with
progressive word-finding difficulties six months before
she visited our hospital. She simplified her language
production, made frequent phonemic paraphasias and
initiated conversations less frequently because she was
afraid of making mistakes. She also became a lit-
tle apathetic and had less initiative. Comprehension
was preserved and she did not complain of other cog-
nitive or behavioral symptoms. In her neurological
examination there was no parkinsonisms or speech
apraxia, and repetition of sentences was preserved.
Slow speech rate with occasional prolonged intervals
between words and grammatical errors were present in
her spontaneous speech. An initial clinical diagnosis
of PNFA was made. The neuropsychological evalu-
ation revealed reduced verbal fluency, difficulties in
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face recognition in the Rivermead test, inability to
inhibit automatic series in the Stroop test, and episodic
memory impairment, although she scored 30 out of
30 on the MMSE. Bilateral frontal atrophy, predom-
inantly in the left insular region, was relevant in the
brain MRI (Fig. 2E), and hypometabolism in the left
superior frontal region was evident in the brain PET
scan (Fig. 2F). She had normal CSF AD biomarkers
(AB1-42 of 946 pg/mL, t-tau of 276 pg/mL, and p-tau
of 42 pg/mL). Her APOE status was €3/e3. Her mother
was diagnosed with AD at the age of 68 and died in
her eighties. There were no other family members with
cognitive impairment.

Serum PGRN levels were 53.3ng/mL and GRN
sequencing demonstrated the presence of the
p-C366fsX1 (c.1095_.1096delCT) mutation.

Patient 4: GRN mutation p.C139R carrier

This right-handed man started at the age of 60 years
with a progressive language disturbance that consisted
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in reduced speech output. He had no family history
of neurological disease. At the moment of the first
neurological examination (at 65), he presented with
a low fluency in spontaneous speech, with agram-
matical features and decreased articulatory accuracy.
The physical examination revealed discrete signs of
axial parkinsonism. The neuropsychological testing
showed a MMSE score of 27 out of 30, no naming
deficits, normal comprehension, and speech apraxia.
Episodic memory and semantic memory were pre-
served, as were the other cognitive domains. The MRI
examination revealed a moderate global cortical atro-
phy without significant vascular lesions. The AD CSF
biomarkers profile showed a mildly reduced ABi-42
(445 pg/mL) with a normal t-tau (205 pg/mL) and a
normal p-tau (38 pg/mL). His APOE status was &3/¢3.
He was diagnosed with PNFA. During the following
2 years, he presented with relentless motor impair-
ment, progressive gait disturbance with repetitive falls
and relatively stable language impairment. His physi-
cal examination revealed hypomimia, altered vertical
ocular movements (not present at the first visit), speech
apraxia, and unmotivated laugh. Marked axial rigidity
was present with global bradykinesia and constructive
apraxia. A diagnosis of atypical progressive supranu-
clear paralysis (PSP) was established. A screening of
serum PGRN levels was carried-out with a result of
92.3ng/mL. The GRN sequencing demonstrated the
presence of the p.C139R (c.415T>C) mutation. It is
a point mutation in the coding region predicting an
amino acid substitution from Cysteine to Arginine. We
sequenced the cDNA and we observed the presence of
the two alleles.

Two additional family members, asymptomatic
mutation carriers, present with serum PGRN levels
similar to the patient’s (95.4 and 89.3 ng/mL). The neu-
ropsychological evaluation of proband’s sibling was
completely normal at 66 years of age. The serum
PGRN levels of another non-carrier family member
were normal (143 ng/mL).

Patient 5: PRNP mutation 5-OPRI carrier

A 42-year-old man consulted for slow progres-
sive behavioral disturbances and progressive cognitive
impairment. The clinical symptoms started at 35 years
of age when he lost initiative and was less participa-
tive in daily family activities. As time went by, he
became progressively joyless and scatterbrained and
experienced memory alterations, driving problems,
and word-finding difficulties. He was diagnosed with
bvFTLD. At the time of his first visit to our hospital

(at 42 years of age), he was anosognosic. The neu-
rological examination showed no parkinsonism, gaze
palsy, myoclonus, or signs of motor neuron disease.
The MRI revealed global cortical atrophy. No lumbar
puncture was performed. Serum PGRN levels were of
76.9 ng/mL.

His father had similar initial symptoms at 47 years of
age and they progressed to a PSP-like clinical presen-
tation. He died at 59 years of age in a state of advanced
dementia. Two out of three of his father’s sisters and
their father also presented with behavioral and cogni-
tive decline in their seventies. The patient’s 47-year-old
sibling initiated a similar clinical picture at 42 yo. Her
serum PGRN levels were of 75.2 ng/mL.

Screening mutation for PGRN, MAPT, PSENI,
PSEN2, and ABPP genes was negative. MLPA with
probes for genes GRN and MAPT did not show any
copy-number alteration of these regions. A 5-OPRI
mutation in PRNP was detected in the patient and his
sibling. Both of them had methionine homozygosity at
the polymorphic codon 129 of the PRNP gene.

Serum progranulin levels in FTLD, AD, and
controls

After excluding the 5 patients who carried GRN or
PRNP mutations, we found no significant differences
between controls and the other neurodegenerative
groups (Table 1). In spite of the limited number of
subjects, there were no differences between the differ-
ent subtypes of FTLD: bvFTLD (mean = 143.0 ng/mL;
SD=25.5), PNFA (mean=142.9 ng/mL; SD =30.0),
and SD (mean = 144.7 ng/mL; SD=26.1) (Fig. 1).

Serum progranulin levels in AD PSENI mutation
carriers

There were no differences between PSENI mutation
carriers and controls or with other neurodegenerative
diseases groups. We did not detect differences between
presymptomatic (mean=161.3ng/mL; SD=31.9)
and symptomatic (mean=157.6ng/mL; SD=48.4)
PSENI mutation carriers either (Fig. 1).

CSF biomarkers

CSF was available in 34 patients (3 GRN mutations,
3bvFTLD, 10 PNFA, 2 SD, 12 AD, 2 AD-PSENI1, and
2 presympt-PSEN1) and in 15 controls (Table 1).

All clinical AD patients, except patient 2, showed a
CSF biomarker profile that was characteristic of AD,
with reduced levels of ABi-4> and elevated levels of
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t-tau and/or p-tau. None of FTLD patients had this CSF
biomarker profile, although two patients with bvFTLD
and two PNFA presented with reduced levels of AB1-42
(with normal tau) and one patient with bvFTLD and
one with PNFA had elevated levels of t-tau and/or p-tau
(with normal AB1-42 levels).

DISCUSSION

In this study, we screened serum PGRN levels in
a Spanish cohort of FTLD patients, AD patients, and
controls. We detected no differences in serum PGRN
levels between controls and the following clinical syn-
dromes: bvFTLD, PNFA, SD, and AD patients. These
results are in agreement with the vast majority of pre-
vious studies [10, 17-19], although we did not find
an increase in PGRN levels in PNFA patients com-
pared to controls, as has been reported recently [19]. As
expected, we did not find differences in serum PGRN
levels between PSENI mutation carriers and the other
groups.

We noted that five patients had serum PGRN lev-
els below 94 ng/mL [18]. Four of them were carriers
of GRN mutations (three patients carried a null muta-
tion and one patient the missense p.C139R mutation)
whereas the other patient was a carrier of one 5-OPRI
mutation in PRNP. Serum PGRN levels of null GRN
mutation carriers were reduced to 1/3 with respect to
controls, which corresponds well with the complete
loss of activity of one of the two GRN alleles (leading
to PGRN haploinsufficiency) [4, 5]. We were also able
to analyze PGRN serum levels in two asymptomatic
carriers of the p.C139R mutation, and we found similar
levels compared to the proband.

In previous studies, the range of serum or plasma
PGRN levels observed in null mutation carriers did not
overlap with that of non-carriers, predicting an excel-
lent diagnostic performance [10, 17-19], and different
laboratories have tried to define the optimal thresh-
old for serum or plasma PGRN levels below which
the presence of a pathogenic GRN mutation should
be considered. In this sense, the more recently pro-
posed cutoffs are lower than the initial ones: 67 ng/mL
[19] and 61.5ng/mL [28]. We cannot define neither
a cutoff nor sensitivity and specificity in our cohort
because we have only sequenced those patients with
serum PGRN levels below 120 ng/mL and we cannot
formally rule out that individuals with higher serum
PGRN levels might carry a GRN mutation. Anyway,
the application in our cohort of these lowest thresholds,
compared with the highest ones (94 ng/mL), would
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increase specificity but lower sensitivity. For exam-
ple, we would not have included the PRNP mutation
for screening (76.9 ng/mL) but we would have missed
a null mutation carrier (Patient 1’s sibling), and the
missense mutation with unclear pathogenicity.

In our cohort, we detected a new GRN gene mutation
and two previously reported GRN mutations, adding
new information about their phenotype. The Val279fs
IVS8-1 G>T mutation had not been described previ-
ously. However, there are two patients reported who
carried the Val279fs IVS8-1 G>C mutation, described
as clearly pathogenic [4, 13]. At the protein level,
this mutation is predicted to cause exon 9 skipping,
frameshift and premature translation termination [4,
13]. Moreover, it is likely to create null alleles through
the NMD mechanism, as demonstrated for the muta-
tion located in the same nucleotide (Val279fs IVS8-1
G>C) [15], and we demonstrated a lack of expres-
sion of the mutant allele in the analysis of the cDNA
sequence of our proband. The two patients carrying the
Val279fs IVS8-1 G>C mutation reported thus far had
different clinical phenotypes and inheritance. One of
them was clinically diagnosed with corticobasal syn-
drome and familial inheritance [13], while the other
had a clinical diagnosis of sporadic bvFTLD [29]. Our
patient was also diagnosed with bvFTLD with an age of
onset of 67 years, and her father died at 71 with a non-
specified dementia. Interestingly, her younger sibling
was diagnosed with PD, with an age of onset at 65 years
and persists without cognitive alteration 7 years later.
Although moderate parkinsonism is frequent in some
GRN mutations, this clinical diagnosis alone with-
out behavioral or cognitive symptoms is not common.
Only two subjects have been described having both PD
and GRN mutations, one with neuropathological con-
firmation of both FTLD ubiquitin-positive inclusions
and Lewy body pathologic features [11, 30]. Data from
GRN sequencing screening of PD patients do not sup-
port a major role of GRN in the genetic etiology of PD
[11, 31]. Nowadays, we cannot discern if this patient’s
clinical phenotype is related to the GRN mutation or
to coincidental idiopathic PD. Clinical follow-up and
neuropathological examinations will be necessary to
elucidate this question.

We also detected the frameshift mutation
p-C366fsX1 in two unrelated and independent patients,
although we cannot rule out a common ancestor in
these families. This mutation causes a frameshift
and a premature translation termination, predicted to
result in a NMD mechanism [16]. The only previously
reported patient with the same GRN mutation was
diagnosed as sporadic bvFTLD with an age of onset
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of 74 years [16, 32]. Our two cases had an earlier age
of onset with a positive family history, although their
clinical diagnoses were different: PNFA and AD (but
with relevant early language impairment). These three
cases highlight the clinical variation in subjects with
the same GRN mutation.

The other GRN mutation detected in our cohort
was the previously described p.C139R mutation. The
p.C139R mutation has been reported in four inde-
pendent patients with different clinical phenotypes
(two FTLD, one primary progressive aphasia, and one
AD patient) and it is absent from 907 control indi-
viduals [10, 33-35]. We detected this mutation in a
patient with PNFA that progressed to PSP-like phe-
notype, but her sibling is asymptomatic at 66 years
of age. The proband and two asymptomatic carri-
ers of this mutation showed a partial reduction in
serum PGRN levels (92.3ng/mL, 95.4ng/mL, and
89.3 ng/mL respectively), lower than in controls but
higher than in null mutation carriers, fitting the hypoth-
esis of partial loss of function caused by this missense
mutation [18]. The serum PGRN levels described pre-
viously in a patient and an asymptomatic carrier were
very similar: 102.1 ng/mL and 94.4 g/mL, respectively
[18]. There were two more patients with the same
p-C139R and PGRN levels measured in plasma, with
slightly higher levels (128.2 ng/mL and 124.2 ng/mL)
[10, 35]. This difference could be explained by the
use of a different biological sample (serum versus
plasma) or simply because of the inherent ELISA tech-
nique variability. This less pronounced reduction of
PGRN means that this mutation does not produce a
complete loss of mutant protein, as happens in null
mutations, but might act by increasing susceptibility
to various forms of neurodegeneration. This hypothe-
sis is compatible with the different clinical phenotypes
associated to this mutation. However, the analysis of
the cDNA sequence demonstrates the presence of the
mutant allele in the same proportion than the wild-
type allele in our proband. So, its pathogenic nature is
unclear, although in silico predictions evidenced that
p-C139R is most likely pathogenic, based on evolution-
ary conservation and protein modeling, by interfering
with PGRN folding by destroying one of the Cys-
bridges in the granulin domain F (Gran F), responsible
for the typical folding of each of granulin domain of
PGRN, known as the granulin Cys-fold [33].

To the best of our knowledge, serum PGRN levels
have not been previously described in carriers of PRNP
mutations. The identification of low serum PGRN
levels in a patient with a PRNP mutation was an unex-
pected and interesting finding. PGRN expression is

increased in activated microglia in Creutzfeldt—Jakob
disease [36] and other neurodegenerative diseases like
GRN associated-FTLD [37]. This upregulation could
be due to a response to neurodegeneration, as has been
reported in severely affected brain regions (frontal cor-
tex) of patients carrying a GRN mutation [37, 38].
Future studies will be necessary to elucidate if low
serum PGRN levels are a common feature of genetic
or sporadic CJD.

In conclusion, in spite of the limited number of sub-
jects, our results support the use of serum PGRN levels
as a biomarker for the detection of GRN mutations
independently of the clinical phenotype. The screen-
ing of cohorts with different clinical phenotypes with
easy, quick, and cost-effective tools will allow for the
identification of new GRN mutations as well as increase
our knowledge of their clinical expression.
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Background and purpose: Patients with the non-fluent/agrammatic variant of
primary progressive aphasia (nfvPPA) may develop atypical parkinsonian syn-
dromes. However, there is no current biomarker to assess which patients are at high
risk of developing parkinsonism. '?*I-2f-carbomethoxy-3p-(4-iodophenyl)-N-(3-
fluoropropyl)-nortropane ('**I-FP-CIT)-SPECT detects striatal dopamine dysfunc-
tion in vivo. The objective of the present study was to study whether non-fluent/
agrammatic patients without parkinsonism at baseline present decreased striatal
123 FP-CIT uptake.

Methods: Visual and semi-quantitative assessments of the striatal '**I-FP-CIT
uptake ratio were carried out in 15 patients with nfvPPA, eight patients with the
logopenic variant of PPA (IvPPA) and 18 controls. To rule out progranulin muta-
tions or underlying Alzheimer’s disease (AD), serum progranulin levels and cerebro-
spinal fluid (CSF) biomarkers of AD (Af4,, total-tau, phosphorylated-tau;g;) were
determined. A second '’I-FP-CIT-SPECT analysis in the biomarker-enriched
groups was also carried out.

Results: Patients with nfvPPA presented reduced striatal '**I-FP-CIT binding, espe-
cially in the left hemisphere (P = 0.002), compared with controls. All IvPPA patients
had normal striatal '>*I-FP-CIT uptake. '*I-FP-CIT striatal binding in nfvPPA
patients with normal progranulin and CSF biomarker levels (nfvPPA/bio-) was also
significantly reduced (P < 0.05) compared with IvVPPA patients with positive AD
biomarkers. Sixty-four per cent (9/14) of nfvPPA patients and 80% of nfvPPA/
bio- patients (8/10) showed a diminished individual left striatal '*I-FP-CIT uptake
ratio. On follow-up, seven nfvPPA/bio- patients developed parkinsonism (median
1.9 years; range 1.2-2.9), six of them with baseline reduced '**I-FP-CIT uptake.
Conclusions: Reduced striatal tracer uptake in nfvPPA patients prior to clinical
parkinsonism can be detected by '**I-FP-CIT-SPECT, especially in those with
nfvPPA /bio-, suggesting subclinical nigrostriatal degeneration. Decreased striatal
23.FP-CIT binding might identify PPA patients at increased risk of developing
atypical parkinsonian syndromes, probably related to tau-pathology.

Introduction

sive language disorder with predominant agrammati-
cal language and/or effortful speech with speech

The non-fluent/agrammatic variant of primary pro-
gressive aphasia (nfvPPA) or progressive non-fluent
aphasia is a clinical entity characterized by a progres-

Correspondence: R. Sdnchez-Valle, Alzheimer’s Disease and Other
Cognitive Disorders Unit, Neurology Department, Hospital Clinic
de Barcelona, c/Villarroel 170, 08036, Barcelona, Spain (tel.: + 34
932 275785; fax: + 34 932 275783; e-mail: rsanchez@clinic.ub.es).

© 2013 The Author(s)
European Journal of Neurology © 2013 EFNS

sound errors and distortions attributable to apraxia of
speech (AOS) [1]. Sentence comprehension deficits of
complex syntactic structures are frequently present [2].
This condition is due to neurodegeneration, and as
the disease progresses, other extra-linguistic domains
are also affected. In addition, some non-fluent/agram-
matic patients develop a motor disorder with atypical

85



2 S. Gil-Navarro et al.

parkinsonian features, evolving towards a corticobasal
syndrome (CBS), progressive supranuclear palsy (PSP)
syndrome or a mixed syndrome [3,4].

Different clinicopathological series have confirmed
the heterogeneity of the underlying pathology in
nfvPPA. Considered as a whole, the majority of non-
fluent/agrammatic patients have frontotemporal lobar
degeneration with tau-positive inclusions (FTLD-tau),
mainly four-repeat tauopathies, such as corticobasal
degeneration (CBD) or PSP [3-5]. However, a signifi-
cant proportion of cases, up to 30-40% of nfvPPA in
some series, present Alzheimer’s disease (AD) pathol-
ogy at post-mortem [6,7]. Other series have also
highlighted the presence of trans-activation-response
(TAR) DNA binding protein 43 (TDP-43)-positive cel-
lular inclusions (FTLD-TDP pathology) [8] and muta-
tions in the progranulin gene (GRN) [9]. Discrepancies
in the different neuropathological series of nfvPPA
have been partially attributed to the lack of consensus
on the diagnostic criteria of primary progressive apha-
sia (PPA) patients between different centres and the
recent description of the logopenic variant of PPA
(IVPPA) or logopenic progressive aphasia [10]. This
variant, which is mainly associated with AD pathology
[11], had previously been classified in some reports
within the non-fluent/agrammatic group [12].

In order to improve and unify the current research
criteria in PPA, an international panel of experts
recently published a consensus classification for sub-
typing PPA into the three most frequent and accepted
PPA variants. The classification defines each variant
according to the presence or absence of core language
features and makes recommendations to support clini-
cal diagnosis with neuroimaging criteria and/or a defi-
nite pathological diagnosis [13]. As the authors point
out, no absolute correlation exists between PPA clini-
cal phenotypes and pathological findings. However,
the authors suggest that incorporating biomarkers
(biofluid, genetic and neuroimaging) into the diagnosis
of PPA would be desirable to supplement clinical
descriptions and future clinical-pathological correla-
tions from different laboratories.

Biomarkers represent one of the major advances in
neurodegenerative diseases, with the aim of predicting
pathological changes in vivo. SPECT imaging using
radiolabelled '**I-2f-carbomethoxy-3-(4-iodophenyl)-
N-(3-fluoropropyl)-nortropane ('>*I-FP-CIT), which
selectively binds to striatal pre-synaptic dopamine
transporters, detects nigrostriatal dopaminergic degen-
eration in patients with different types of neurodegen-
erative parkinsonism, such as Parkinson’s disease (PD)
[14], dementia with Lewy bodies [15], multiple system
atrophy[16], CBD [17] and PSP [I8]. In addition,
recent reports also indicate that '*I-FP-CIT-SPECT

shows reduced striatal tracer uptake in patients at risk
for the development of parkinsonism, such as patients
with idiopathic rapid-eye-movement sleep behaviour
disorder [19] and asymptomatic carriers of mutations
in the Parkin gene (PARK2) and the PINKI1 gene
(PARK6) [20]. Thus, reduced '**I-FP-CIT uptake
might be considered a biomarker of subclinical nigro-
striatal degeneration and/or a predictor of clinical par-
kinsonism in these subjects.

In this context, it was hypothesized that non-fluent/
agrammatic patients at risk of developing clinical par-
kinsonism related to FTLD-tau pathology could
already present decreased striatal '>*I-FP-CIT uptake,
even in the absence of clinical parkinsonian features.
This finding would not be expected in all PPA variants.
On the contrary, patients with IvPPA, mainly related
to AD pathology, who rarely present parkinsonism
during follow-up [21] would be expected to show a
normal '2I-FP-CIT-SPECT. Thus, the aim of this
study was to evaluate the nigrostriatal pathway using
123].FP-CIT-SPECT in non-fluent/agrammatic patients
without clinical parkinsonism at baseline and to com-
pare the results with a group of patients affected by
another variant of PPA, the logopenic variant.

Methods

Participants and protocol approval

Twenty-three patients, of whom 15 fulfilled the criteria
for nfvPPA and eight for IvPPA [13], were selected
from 35 consecutive patients presenting with progres-
sive language impairment at the Alzheimer and Other
Cognitive Disorders Unit of the Hospital Clinic, Bar-
celona, Spain, from May 2009 to December 2011. We
excluded 12 participants who: (i) met the criteria for
semantic dementia or were unclassifiable; and (ii) pre-
sented parkinsonism in the neurological examination
(score of > 1 in any item of part III of the Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale except on speech
evaluation) and/or abnormal eye movements. Eighteen
healthy control subjects adjusted for age were
included for neuroimaging comparisons. All partici-
pants were native Spanish speakers and right-handed.
The study was approved by the Hospital Clinic Ethics
Committee and all participants gave written informed
consent before entering the study.

At the time of the initial visit, language and speech
deficits were the principal cause of functional impair-
ment and all patients fulfilled current clinical diagnos-
tic criteria for PPA [13-22]. All patients underwent a
structured medical history, clinical and cognitive
examination and brain MRI. The clinical evaluation
included a general neurological examination, focused
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on motor and ocular movement disturbances, and a
semi-quantitative assessment of motor speech-lan-
guage impairment using the Progressive Aphasia Lan-
guage Scale (PALS) [23] adapted to Spanish-speaking
patients. Each feature was scored as absent (0), subtle
or questionable (1), mild but definitely present (2), or
moderate or severe (3). All participants were clinically
re-evaluated using a complete neurological examina-
tion performed by the same neurologist every
6 months after inclusion.

We performed a comprehensive cognitive evaluation
that assessed episodic memory, language, visuospatial/
perceptive skills, praxis and executive functioning.
Language testing included several subtests from the
Boston Diagnosis Aphasia Examination battery [24],
the Boston Naming test [25],the Controlled Oral Word
Association Test (COWAT 1 min, letters F, A, S) [26]
and the Pyramid and Palm Trees test [27]. The norma-
tive range of scores for standardized tests were used.

As defined in the following section, patients were
subsequently classified depending on their biomarker
profile into nfvPPA patients with both normal serum
progranulin levels and normal levels of cerebrospinal
fluid (CSF) AD biomarkers (nfvPPA/bio-) and IvPPA
patients with normal serum progranulin levels but a
CSF biomarker profile suggestive of AD (IvPPA/bio-
ADm).

Biochemical and genetic biomarkers

Blood sampling for APOE genotyping and serum pro-
granulin levels was performed in all subjects. A com-
mercial ELISA kit was used to assess the serum
progranulin levels (AdipoGen Inc., Seoul, Korea). All
patients with serum progranulin levels < 120 ng/ml
were screened by direct sequencing for the presence of
GRN mutations as previously described [28].

Nineteen patients (12 nfvPPA and seven IvPPA)
consented to a lumbar puncture to study AD biomar-
kers (Afa,, total-tau, phosphorylated-tau,g;). CSF AD
biomarkers were measured using ELISA kits (Innoge-
netics, Ghent, Belgium) and were considered suggestive
of AD pathology if Af4, was < 500 pg/ml and T-tau
> 450 pg/ml and/or P-tau > 75 pg/ml [29] or A4,/
P-tau ratio <6.43 [30].

123.EpP-CIT SPECT

12312 p-carbomethoxy-3 -(4-iodophenyl)-N-(3-fluoro-

propyl)-nortropane  ('**I-FP-CIT)-SPECT  imaging
(DaTSCAN; GE Healthcare, Eindhoven, Netherlands)
was performed at inclusion. Patients who took drugs
that could interfere with '*’I-FP-CIT striatal uptake
(citalopram or escitalopram) [31] were asked to

© 2013 The Author(s)
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discontinue them 10 days before the '*’I-FP-CIT-
SPECT acquisition.

Visual assessment of the '**I-FP-CIT-SPECT imag-
ing was performed by a physician experienced in
nuclear medicine, blind to the patients’ clinical data.
!23.FP-CIT-SPECT imaging acquisition and quantifi-
cation were performed as previously described [19].
The striatal-to-occipital cortex uptake ratios for the
putamen, caudate nuclei and entire striatum were
calculated for each hemisphere. The asymmetry index
for the whole striatum was also calculated to assess
differences between hemispheres. The specific striatal-
to-occipital cortex uptake ratio was regarded as abnor-
mal (decreased) at the individual level when the
value was < 2 SD of the mean of the specific striatal-
to-occipital cortex uptake ratio measured in con-
trols. Two patients (one IvPPA and one nfvPPA) with
123.FP-CIT-SPECT performed in a different scanner
were excluded from the semi-quantitative analysis but
not from the visual assessment.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the PASW
19.0 statistical package (IBM Corp., Armonk, NY,
USA). Quantitative data are expressed as means and
SD. Owing to the small sample size in some group
analyses and the non-parametric distribution of sev-
eral quantitative variables, Mann—Whitney U-test was
performed to compare all quantitative variables. Fish-
er’s exact test was used to compare categorical data.
The significance level was set at P < 0.05.

Results

Demographic and clinical features

Demographic data of the 15 nfvPPA and eight I[VPPA
patients are summarized in Table 1. The two groups
did not differ in relation age of onset, years of educa-
tion, age at first visit or duration of follow-up. There
was a gender distribution difference in the logopenic
group, in which all patients were women (P < 0.05).
A family history of dementia or motor disorder was
present in seven (47%) of the nfvPPA patients and
one (12%) logopenic case (P = 0.176).

The severity of the PALS variables for both groups
is shown in Table 1. As expected, nfvPPA and IvPPA
differed in the semi-quantitative assessment of agram-
matism, motor speech disorders and impaired sentence
repetition. Word-finding difficulties was the first and
most salient symptom reported in seven (87%)
logopenic and five (33%) non-fluent/agrammatic
patients, whereas motor speech difficulties were the
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Table 1 Demographic and clinical features of nfvPPA and IvPPA
participants

nfvPPA IvPPA
(n=15) (n=23) P-value

Demographics
Gender, male (%) 8 0 < 0.05
Education (years) 10.47 (5.5) 9.6 (5.1) NS
Age at onset (years) 63.6 (7.2) 64.6 (7.1) NS
Age at first visit (years) 66.4 (8.0) 67.8(7.2) NS
Age at '"*I-FP-CIT-SPECT 67.8 (1.7)  68.1(7.2) NS

(years)
Disease duration 4.2 (2.7) 3324 NS

at '2’I-FP-CIT-SPECT (years)
123.FP-CIT-SPECT 2.0 (0.8) 2.1(1.0) NS

follow-up (years)
PALS variables
Motor speech disorder 2.0 (0.8) 0 < 0.001
Agrammatism 1.6 (0.7) 0.1 (0.3) < 0.001
Naming 1(2.2) 1.3 (1) NS
Single-word comprehension 0 0 NS
Single-word repetition 1.2 (1.4) 0.7 (0.7) NS
Sentence comprehension 0.2 (0.5) 0.3 (0.7) NS
Sentence repetition 0.9 (1.0)* 2.1 (1.1) <0.05

I2LFP-CIT,  'I-2f-carbomethoxy-3f-(4-iodophenyl)-N-(3-fluoro-
propyl)-nortropane; nfvPPA, non-fluent/agrammatic variant of pri-
mary progressive aphasia; IVPPA, logopenic variant of primary
progressive aphasia; NS, not significant; PALS, Progressive Aphasia
Language Scale.

All data, except for gender, are expressed as means (SD). P-value:
Mann-Whitney or two-tailed Fisher’s test as appropriate.

“Four patients with severe motor speech disorder (PALS = 3) were
excluded.

main complaint in nine non-fluent/agrammatic cases
(60%). One logopenic patient complained about pho-
nemic paraphasias at onset and one non-fluent/agram-
matic patient consulted because of grammatical errors.
On clinical examination, seven non-fluent/agrammatic
patients (47%) presented with AOS, seven (47%) had
mixed features of AOS and agrammatism and only
one (6%) presented with isolated agrammatism.

Biochemical and genetic biomarkers

The frequency of APOE &4 carriers was higher, but
not significantly, in the logopenic group (43%) than
in the non-fluent/agrammatic group (6%) (P = 0.07).
One nfvPPA patient presented abnormal serum pro-
granulin levels (53.3 ng/ml) and GRN sequencing
demonstrated the presence of the p.C366fsX1 muta-
tion. This patient presented with mild features of
agrammatism and effortful speech with speech sound
distortions related to AOS. On follow-up, speech out-
put is progressively reducing and AOS is becoming
more severe. This patient was excluded from subse-
quent analysis based on biochemical classification.
Patients who consented to the lumbar puncture
were subsequently subclassified into two biomarker-

enriched groups. Patients clinically classified as
nfvPPA with both normal serum progranulin levels
and CSF AD biomarkers were classified as nfvPPA/
bio- (n = 10). Patients clinically defined as IvPPA who
showed normal serum progranulin levels and a CSF
profile suggestive of AD pathology were classified as
IVPPA/bioAD (n = 6). None of the non-fluent/agram-
matic patients presented an AD CSF profile. As pre-
dicted, the mean levels of Af4, were significantly
reduced (341 vs. 583 pg/ml, P < 0.001) and total-tau
and phosphorylated-tau;g; mean levels were signifi-
cantly higher (684 vs. 263 pg/ml, P < 0.005; 106.4 vs.
46.5 pg/ml, P <0.001) in the IvPPA/bioAD group
than in the nfvPPA/bio- group. IVPPA/bioAD patients
also presented a lower Af4,/P-tau ratio (3.69 + 1.58)
than nfvPPA /bio- patients (13.83 + 4.11) (P < 0.001).

1231.FP-CIT-SPECT: visual assessment analysis

Eleven of 15 (73%) non-fluent/agrammatic patients
(two in both putamina, three in the left putamen, one
in the left striatum and five in the whole striatum)
and eight of 10 (80%) nfvPPA/bio- patients showed a
reduction in tracer uptake on visual inspection. All
logopenic and control subjects presented normal
'2[_FP-CIT scans.

1231.FP-CIT-SPECT: semi-quantitative analysis

The 14 non-fluent/agrammatic patients, as a group,
compared with healthy controls, showed significantly
reduced mean tracer uptake in both striata (Table 2).
The asymmetry index for the whole striatum was also
significantly reduced, due to a higher degree of tracer
uptake reduction in the left hemisphere. In addition,
non-fluent/agrammatic patients showed a significantly
reduced caudate/putamen ratio in the left hemisphere
because of a higher reduction in caudate uptake.
There was no significant reduction in the striatum
uptake in the seven logopenic cases compared with
healthy controls, or in the clinically defined nfvPPA
group compared with the IvPPA group. With regard
to the biomarker-enriched groups, the nfvPPA/bio-
group also showed significantly lower mean ratios in
both striata compared with controls (Table 3), but
this was not the case for the IvPPA/bioAD group
compared with healthy controls. Significant differences
were observed between the two biomarker-enriched
groups, as there was a reduction in uptake in both
striata in the nfvPPA/bio- group compared with the
IvVPPA/bioAD group (Table 3).

Table 4 summarizes the number of patients with
quantitatively reduced tracer uptake at the individual
level. Sixty-four per cent of nfvPPA patients and 80%
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Table 2 Mean striatal '>*[-FP-CIT uptake ratios in nfvPPA and IVPPA patients and controls

nfvPPA IVPPA Controls nfvPPA vs. nfvPPA vs. IVPPA vs.

(n=14) n="17 (n=18) controls IvPPA controls
LEFT striatum:occipital 2.12 (0.61) 2.48 (0.40) 2.58 (0.22) 0.002 NS NS
LEFT caudate:occipital 2.32 (0.66) 2.79 (0.57) 2.98 (0.37) 0.003 NS NS
LEFT putamen:occipital 2.02 (0.61) 2.32 (0.37) 2.37 (0.20) 0.004 NS NS
LEFT caudate/putamen 1.15 (0.15) 1.19 (0.16) 1.25 (0.14) 0.027 NS NS
RIGHT striatum:occipital 2.24 (0.57) 2.53 (0.26) 2.51 (0.22) 0.045 NS NS
RIGHT caudate:occipital 2.56 (0.67) 2.88 (0.40) 2.98 (0.35) 0.022 NS NS
RIGHT putamen:occipital 2.08 (0.55) 2.35(0.18) 2.27 (0.19) NS NS NS
RIGHT caudate/putamen 1.23 (0.17) 1.21 (0.16) 1.31 (0.12) NS NS NS
ASYMMETRY left/right striatum 0.94 (0.11) 0.97 (0.08) 1.03 (0.05) 0.014 NS NS

I21LFP-CIT, '**I-2f-carbomethoxy-3 f-(4-iodophenyl)-N-(3-fluoropropyl)-nortropane; nfvPPA, non-fluent/agrammatic variant of primary pro-
gressive aphasia; IVPPA, logopenic variant of primary progressive aphasia; NS, not significant.
All striatal-to-occipital binding ratios are expressed as means (SD). P-value: Mann—Whitney test.

Table 3 Mean striatal '>*I-FP-CIT uptake ratios in nfvPPA /bio- and IvPPA/bioAD patients and controls

nfvPPA /bio- IvPPA /bioAD Controls nfvPPA/bio- vs. nfvPPA /bio- vs. IvPPA /bioAD
(n =10) (n=0) (n=18) controls IVPPA /bioAD vs. controls
LEFT striatum:occipital 1.97 (0.61) 2.54 (0.41) 2.58 (0.22) < 0.001 0.042 NS
LEFT caudate:occipital 2.08 (0.57) 2.88 (0.56) 2.98 (0.37) < 0.001 0.073 NS
LEFT putamen:occipital 1.91 (0.65) 2.36 (0.39) 2.37 (0.20) 0.001 0.031 NS
LEFT caudate/putamen 1.10 (0.12) 1.22 (0.17) 1.25(0.14) 0.009 NS NS
RIGHT striatum:occipital 2.07 (0.54) 2.58 (0.25) 2.51(0.22) 0.004 0.022 NS
RIGHT caudate:occipital 2.34 (0.66) 2.98 (0.45) 2.98 (0.35) 0.001 0.042 NS
RIGHT putamen:occipital 1.94 (0.51) 2.38 (0.19) 2.27 (0.19) 0.018 0.042 NS
RIGHT caudate/putamen 1.21 (0.19) 1.25 (0.15) 1.31 (0.12) NS NS NS
ASYMMETRY left/right striatum 0.94 (0.14) 0.97 (0.09) 1.03 (0.05) 0.09 NS NS

IBLFP-CIT, '*I-2f-carbomethoxy-3-(4-iodophenyl)-N-(3-fluoropropyl)-nortropane; nfvPPA, non-fluent/agrammatic variant of primary pro-
gressive aphasia; IVPPA, logopenic variant of primary progressive aphasia; nfvPPA /bio-, non-fluent/agrammatic variant of primary progressive
aphasia with negative biochemical markers (progranulin serum levels and cerebrospinal fluid Alzheimer’s disease biomarkers); IVPPA/bioAD,
logopenic variant of primary progressive aphasia with positive cerebrospinal fluid Alzheimer’s disease biomarkers; NS, not significant.

All striatal-to-occipital binding ratios are expressed as means (SD). P-value: Mann—Whitney test.

Table 4 Reduced '**I-FP-CIT uptake at individual level in nfvPPA, IvPPA, nfvPPA /bio- and IvPPA/bioAD patients

nfvPPA IVPPA nfvPPA vs. nfvPPA /bio- IvPPA/bioAD nfvPPA/bio- vs.

(N =14) N=17) IVPPA P value (N = 10) (N =6) IVPPA/bioAD P-value
LEFT striatum:occipital 9 (64%) 1 (14%) 0.04 8 (80%) 1 (16%) 0.02
RIGHT striatum:occipital 6 (42%) 0 0.05 6 (60%) 0 0.02

I231.FP-CIT, '**I-2f-carbomethoxy-3 f-(4-iodophenyl)-N-(3-fluoropropyl)-nortropane; nfvPPA, non-fluent/agrammatic variant of primary pro-
gressive aphasia; IVPPA, logopenic variant of primary progressive aphasia; nfvPPA/bio-, non-fluent/agrammatic variant of primary progressive
aphasia with negative biochemical markers (progranulin serum levels and cerebrospinal fluid Alzheimer’s disease biomarkers); IvPPA/bioAD,
logopenic variant of primary progressive aphasia with positive cerebrospinal fluid Alzheimer’s disease biomarkers; NS, not significant.

All data are n (%). P-value: two-tailed Fisher’s test.

of nfvPPA /bio- patients presented reduced uptake val-
ues in the left striatum, a significantly higher percent-
age than was the case with IvPPA patients (1/7, 14%)
or 1vPPA/bioAD patients (1/6, 16%) (P = 0.043;
P = 0.035).

Follow-up
This study was designed as a cross-sectional study.

However, at the time of data analysis there was already
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some follow-up data that could be of interest. Clinically
relevant parkinsonism (bradykinesia or rigidity that
caused gait problems and/or postural instability with
unexpected falls) was observed in nine of the 15 (60%)
non-fluent/agrammatic patients, six resembling a PSP
syndrome, two CBS and one mixed PSP-CBS pheno-
type. Parkinsonism appeared at a median (range) of
6 years (3.4-11.8 ) years from the first symptom and
after a median (range) of 1.9 (1.2-2.9) years from
the '*I-FP-CIT-SPECT examination. The other six
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non-fluent/agrammatic patients remain free of motor
signs after a median (range) follow-up from symptom
onset of 3.3 (2.9-12.2) years. On the other hand, six
out of nine non-fluent/agrammatic patients who pre-
sented reduced baseline left striatal '**I-FP-CIT uptake
and five out of six patients with reduced '**I-FP-CIT
uptake in both striata (5/5 with more than 1 year
follow-up) have already developed parkinsonism. None
of the logopenic patients have developed significant
extrapyramidal features during follow-up.

Within the biomarker-enriched groups, seven of 10
(70%) nfvPPA /bio- patients presented clinical features
of parkinsonism on follow-up. Six of these (85%)
showed reduced baseline '**I-FP-CIT binding in the
left striatum. The patient with a normal '**I-FP-CIT-
SPECT developed parkinsonism 2.41 years after scan
acquisition, 6.9 years from disease onset. Three
nfvPPA /bio- patients did not develop clinical features
of parkinsonism on follow-up. Two of them exhibited
a reduced left striatal uptake ratio compared with
controls: one patient died 1.4 years after '**I-FP-CIT-
SPECT and the other has only been in follow-up for
a short period (0.41 year). The third nfvPPA/bio-
patient without parkinsonism showed normal striatal
2.FP-CIT uptake. He presented with agrammatic
language problems and developed severe behavioural
abnormalities, meeting the criteria for the frontal vari-
ant of FTLD.

Discussion

For the purpose of this investigation, the nigrostriatal
pathway was evaluated using '**I-FP-CIT-SPECT neu-
roimaging in a group of 23 PPA patients: 15 nfvPPA
patients, eight IVPPA patients and 18 healthy controls.
It was found that non-fluent/agrammatic patients with-
out baseline parkinsonism already presented reduced
IB.FP-CIT uptake in the striatum. Moreover, when
incorporating available biochemical markers (serum
progranulin levels and CSF AD biomarkers), the dif-
ferences in striatal tracer uptake between the nfvPPA/
bio- group versus the IVPPA/bioAD and controls
appeared even more acute. The follow-up of these
patients supports the hypothesis that decreased striatal
I23.FP-CIT uptake identified PPA patients who are at
high risk of developing clinical parkinsonism. To the
best of our knowledge, this is the first study that has
assessed subclinical nigrostriatal degeneration in vivo in
non-fluent/agrammatic patients.

123_FP-CIT in nfvPPA

Previous studies have consistently shown that '*’I-

FP-CIT-SPECT is able to detect dopaminergic nigro-

striatal dysfunction in vivo in patients suffering from
extrapyramidal syndromes of different neurodegener-
ative origin, such as PD, Lewy body dementia, PSP,
CBD or multiple system atrophy (MSA) [31], and
even in patients at risk who have not yet developed
clinical parkinsonism, such as those with idiopathic
rapid-eye-movement sleep behaviour disorder [19]
and asymptomatic carriers of mutations in the Par-
kin gene (PARK?2) and the PINKI1 gene (PARKS6)
[20]. Rinne et al. evaluated the nigrostriatal degenera-
tion in 12 patients with clinical frontotemporal
dementia (FTD), using a cocaine analogue [11C] 2-f3-
Carbomethoxy-3-3-(4-fluorophenyl)tropane as a ligand,
with PET and found that the dopamine transporter
uptake was reduced in the FTD group compared with
controls [32]. However, in Rinne et al.’s study, the bind-
ing of the dopamine transporter ligand was very hetero-
geneous at the individual level and it is not clear if this
heterogeneity could be related to the different neuro-
pathological substrates of FTD or to the severity of
extrapyramidal symptoms of the patients. In the present
study, non-fluent/agrammatic PPA patients without clini-
cal parkinsonism already showed significantly reduced
mean tracer uptake, both quantitatively and at visual
inspection, in striatum compared with healthy controls.
This reduction in striatal '**I-FP-CIT uptake in non-flu-
ent/agrammatic patients without clinical parkinsonism is
interpreted as a marker of subclinical nigrostriatal neu-
rodegeneration in these patients. By contrast, no signifi-
cant differences were found between IVvPPA patients and
controls, indicating the lack of significant dopaminergic
striatal neurodegeneration in logopenic patients. After
further analysis of the '**I-FP-CIT-SPECT data, taking
into account CSF AD biomarkers and excluding GRN
mutations carriers with the aim of enriching the presence
of FTLD-tau cases in the nfvPPA group and AD cases
in the IvPPA group, the reduction in striatal tracer
uptake was found to be even more significant in the
nfvPPA/bio- group with respect to controls. In addition,
the differences between nfvPPA/bio- and IvPPA/bioAD
patients became statistically significant, suggesting that
the assessment of available in vivo biomarkers helped to
homogenize the groups and that the biomarkers
improved the effect of clinical diagnosis in the striatal
binding abnormality.

1231.FP-CIT uptake pattern in nfvPPA

The left/right striatum asymmetry index was dimin-
ished in non-fluent/agrammatic patients as a group
compared with controls, revealing a higher reduction
in the left striatum. This finding could be explained
by the preferential affectation of the left fronto-
insular-basal ganglia network in non-fluent/agrammatic
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patients [4-10]. Previous studies that have performed
semi-quantitative analysis of '*I-FP-CIT-SPECT to
discriminate PD and other atypical parkinsonisms,
such as PSP and CBD, support the idea that PSP
patients present more severe and symmetric tracer
uptake loss than PD patients [18], whilst in CBD the
uptake loss is also asymmetric [31]. PSP is also char-
acterized by a more widespread loss of the dopamine
neurons in the pars compacta of the substantia nigra,
affecting not only the projections to the putamen but
also the projections to the caudate, which is reflected
in the '**I-FP-CIT-SPECT uptake pattern [33]. Simi-
lar findings are seen in CBD [17]. By contrast, PD
presents a different ratio of caudate/putamen reduc-
tion of tracer uptake, where loss of tracer uptake was
more pronounced in the posterior part of the puta-
men. In the present study, the left caudate/putamen
ratio in non-fluent/agrammatic patients was reduced
with respect to controls. This indicates that the loss of
tracer uptake is higher in the caudate than in the pu-
tamen, in contrast to PD, and more similar to PSP/
CBD [34]. In the same sense, in FTD patients, dopa-
mine transporter uptake seems also to be reduced to
the same degree in the putamen and caudate nucleus
[32].

1231.FP-CIT uptake reduction as a potential biomarker
in PPA

It is now well recognized that nfvPPA can be the pre-
senting syndrome of CBD and PSP subtypes of
FTLD-tau [4,35,36], which are characterized by nigro-
striatal neurodegeneration with neuronal loss and gli-
osis in basal ganglia and substantia nigra in addition
to tau deposits [37-39]. Many, but not all, non-fluent/
agrammatic patients evolve from a pure cognitive pro-
cess to a mixed cognitive-motor syndrome with atypi-
cal parkinsonism suggestive of CBS, PSP or an
intermediate phenotype, most often associated with
FTLD-tau neuropathology [40-43]. Furthermore,
patients with an isolated AOS can also develop par-
kinsonian features later in the disease course and,
although AOS may remain isolated, non-fluent/agram-
matic aphasia can also emerge later at any stage of
the disease [4]. However, the recent consensus classifi-
cation of PPA includes within the nfvPPA variant
patients with agrammatism and/or AOS, a disorder of
speech motor planning or programming with preser-
vation of other language functions [13]. Different
authors have highlighted the importance of differenti-
ating both entities [44,45] and Josephs and collabora-
tors proposed the term of primary progressive AOS
(PPAOS) for patients with an isolated AOS in the
absence of aphasia or obvious signs of a prominent
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motor disorder, such as CBS o PSP. In this sense,
seven of our nfvPPA patients would meet the criteria
for PPAOS. Moreover, these authors had previously
reported the association of AOS with underlying tau
pathology, mainly four-repeat tauopathies and, there-
fore, there is evidence to suggest that the most likely
pathology associated with PPAOS is FTLD-tau, either
CBD or PSP [4-8].

In the present series, 70% of nfvPPA/bio- patients
had developed extrapyramidal features of atypical
parkinsonism at the time of data analysis, even
though the longitudinal data in our study are limited,
as some patients have only had a short follow-up.
Most of them (85%) already showed abnormal striatal
123].FP-CIT uptake at baseline. Likewise, all patients
with an abnormal bilateral striatal uptake ratio and
sufficiently long follow-up have developed clinical par-
kinsonism. None of the IVPPA patients developed par-
kinsonism at follow-up. In the same sense, a previous
study demonstrated that parkinsonian motor features,
especially bradykinesia and speech/facial expression,
are more frequent in nfvPPA than in IvPPA patients,
possibly reflecting the relationship between underlying
tau pathology and parkinsonism in nfvPPA [21]. Our
findings support the hypothesis that reduced striatal
23.FP-CIT uptake may predict evolution towards a
clinical parkinsonian syndrome in PPA patients, prob-
ably related to FTLD-tau pathology. Only one
nfvPPA/bio- patient, who developed parkinsonism
2.41 years after neuroimaging, had a normal baseline
123].FP-CIT-SPECT. This could indicate that dopami-
nergic degeneration was not present at onset, is a false
negative of the technique, or that the biological sub-
strate of this nfvPPA/bio- patient is not PSP/CBD.

Limitations

Although 'ZI-FP-CIT-SPECT is a putative in vivo bio-
marker of nigrostriatal degeneration, a post-mortem
neuropathological confirmation of the cases studied
would be desirable. The most relevant limitation in
our series is the lack of a confirmed neuropathological
diagnosis to support the association of non-fluent/
agrammatic patients, with abnormal '**I-FP-CIT-
SPECT neuroimaging and/or parkinsonism, with
FTLD-tau pathology. However, many previous
reports based on '*’I-FP-CIT-SPECT findings in dif-
ferent neurodegenerative syndromes also lack neuro-
pathological data [18,19]. Another limitation of the
study is the small number of subjects included in the
study. However, the sample size is similar to some
other exploratory studies in this field and demands
that our findings be confirmed in other cohorts.
Finally, a longer follow-up period is necessary to
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determine whether an atypical parkinsonian syndrome
will emerge in other non-fluent/agrammatic or logope-
nic patients.

Conclusions

Understanding disease evolution and neuropathologi-
cal prediction in neurodegenerative conditions such as
PPA remains controversial, and incorporating current
available biomarkers that detect pathological changes
in vivo can be very helpful. '*I-FP-CIT-SPECT
detects reduced tracer uptake in the striatum in non-
fluent/agrammatic patients without baseline parkin-
sonism. This finding supports the existence of subclini-
cal nigrostriatal degeneration in nfvPPA and suggests
that decreased striatal '*I-FP-CIT binding might help
to improve prognosis prediction in nfvPPA. This
study has provided further insights into the biological
features of nfvPPA and highlighted '*I-FP-CIT-
SPECT scanning as a potential tool to identify PPA
patients at increased risk of developing a parkinsonian
syndrome, probably related to FTLD-tau. Further
studies that include neuropathological data, larger
samples and a longer follow-up period are needed to
confirm these findings.
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A través de los distintos trabajos de investigacion que conforman la presente memoria
de tesis doctoral, se ha pretendido ahondar en el conocimiento de las caracteristicas
clinicas y de neuroimagen clinica de la APP, bajo las directrices marcadas en la nueva
clasificacion de consenso internacional para la investigacion de la APP. Asimismo, se han
evaluado nuevos biomarcadores no incluidos explicitamente en dichos criterios, como los
marcadores bioquimicos de EA en LCR, los niveles séricos de progranulina o marcadores
genéticos y se ha explorado el potencial uso del estudio de la via nigroestriatal como nuevo
biomarcador de neuroimagen en APP.

En el primer trabajo se evalu6 prospectivamente una cohorte clinica de APP, definida por
criterios clinicos (Mesulam et al., 2001; Gorno-Tempini et al., 2011). La aplicacién de los
criterios de diagnostico recientemente publicados de las tres variantes de la APP (Gorno-
Tempini et al., 2011) permitio la subclasificacion de la mayoria de los pacientes, resaltando
la aplicabilidad prospectiva de estos criterios a nivel clinico. Sin embargo, el 15,6% de
los pacientes no cumplian alguno de los criterios establecidos, permaneciendo por tanto
inclasificables (APP-i). En este mismo trabajo se evalud la aplicabilidad clinica de los
criterios de neuroimagen estructural y funcional de apoyo al diagnéstico de la APP, mostrando
una excelente asociacion entre los criterios clinicos y de neuroimagen propuestos en las
variantes APP-vs y APP-vl. Finalmente, se estudiaron diversos marcadores bioquimicos
y genéticos en los sujetos con APP, evidenciandose que todos los pacientes con APP-vl y
la mayoria de aquéllos con APP-i, presentaban un perfil bioquimico en LCR sugestivo de
patologia de EA subyacente. Por su parte, la APP-vnf mostr6 la mayor heterogeneidad a
nivel de marcadores de neuroimagen y bioquimicos.

Desde el punto de vista clinico, la escala del lenguaje para la afasia progresiva (PALS)
(Leyton et al., 2011), adaptada a pacientes castellanoparlantes, se mostré una herramienta
util en la deteccion de alteraciones del lenguaje claves para clasificar a los pacientes de
APP en las tres variantes clinicas. Desde un punto de vista sintomatico, en nuestra cohorte,
pacientes con las tres variantes clinicas de APP se quejaron inicialmente de dificultad para
encontrar las palabras. Todos ellos presentaron anomia, tanto en la evaluacion del lenguaje
mediante la PALS como en la evaluacion neuropsicologica, si bien con severidades diferentes
entre los grupos, dado que el mecanismo lingiiistico subyacente a este sintoma es diferente
en cada variante (Hodges et al., 1996; Gorno- Tempini et al., 2004; Mesulam et al., 2012).
Asi, los pacientes con APP-vs, debido a la alteracion primaria del almacén semantico que
padecen, fueron los que presentaron una anomia mas llamativa en la PALS y obtuvieron las
puntuaciones mas bajas en el BNT. Tal suele ser la severidad de la anomia en la APP-vs,
que algunos autores han sugerido que una anomia inicialmente aislada, con preservacion de
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la comprension de palabras aisladas y del reconocimiento de objetos, puede considerarse
un estadio prodromico de la APP-vs (Mesulam et al., 2012). En nuestra cohorte, la anomia,
al igual que el agramatismo, la apraxia del habla, la comprensién de palabras aisladas y la
repeticion de frases largas, fueron cinco de las siete variables de la PALS que mostraron
diferencias significativas entre los cuatro grupos clinicos analizados. Sin embargo, hay que
recalcar que la anomia, al carecer de valor discriminativo per se, no fue incluida como una
de las cuatro variables lingiiisticas clave en el algoritmo clasificatorio de la APP propuesto
por Leyton y col (Leyton et al., 2012). Por el contrario, las otras cuatro variables clave de
este algoritmo mostraron una mayor afectacion en cada una de las variantes clinicas de
APP de las que son criterio diagnostico mayor. Asi, los pacientes con APP-vnf obtuvieron
mayores puntaciones en los items de agramatismo y apraxia del habla, los pacientes con
APP-vs en la comprensién de palabras aisladas y los pacientes con APP-vl mostraron una
mayor afectacion en la repeticion de frases largas.

Un interesante hallazgo en nuestra cohorte fue la identificacion de cinco casos (15,6%)
de pacientes APP inclasificables (APP-i) segun los recientes criterios diagnosticos. Cuatro
de ellos presentaban una afectacion del lenguaje extensa, cumpliendo criterios clinicos
mayores de mas de una variante de APP y un caso solamente present6 un criterio clinico
mayor para el diagnostico de APP-vl. La posibilidad de que el perfil clinico de los pacientes
APP-i se debiera a una forma mas avanzada de la enfermedad, con mayores déficits del
lenguaje, no se vio apoyada por la duracion de la enfermedad, que fue similar en todos los
grupos. Otros estudios de APP publicados tras la clasificacién de consenso también han
reportado porcentajes similares (12%) (Mesulam et al., 2012) o incluso mayores (40%)
(Sajjadi et al., 2012) de pacientes inclasificables o con un fenotipo de lenguaje “mixto”.
En nuestra serie, siguiendo la propuesta del grupo de Mesulam (Mesulam et al., 2012) tres
de los pacientes APP-i podrian haberse clasificados como APP “mixta”, pues presentaban
tanto agramatismo como afectacion de la comprension de palabras aisladas. Ademas, dos
de estos pacientes, al igual que varios de los casos de la citada serie de Mesulam, también
presentaban afectacion de la repeticion de frases largas.

Por definicion, ninguno de los pacientes con APP presentaba una afectacién clinica
relevante en dominios extralingiiisticos en el momento de su inclusién. En la evaluacion
neuropsicoldgica normativa, la afectacién de dominios cognitivos extralingiiisticos fue muy
leve en la mayoria de los casos. Los pacientes con APP-vs, fueron los que obtuvieron una
menor puntuacion en el test de memoria verbal. Resultados similares en el rendimiento de
esta tarea se han obtenido en otras cohortes, debido a la afectacion de la memoria semantica
que padecen estos pacientes (Hodges et al., 2012). Por su parte, la memoria visual, evaluada
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mediante la codificacién y evocacion de las figuras geométricas de la CERAD, se vio mas
afectada en los casos de APP-vl y de APP-i. La alteracion de esta tarea, que implica no
solo la activacion de regiones temporales mediales, sino del cortex prefrontal y parietal
(Cabeza y Nyberg, 2000), sugiere la afectacion de regiones anatomicas mas extensas.
Creemos que este hecho esta intimamente relacionado con la existencia de un sustrato de
EA subyacente en ambos grupos clinicos de APP, como corroboran los resultados de los
marcadores bioquimicos de EA en LCR. Ademas los pacientes APP-i, mostraron un mayor
enlentecimiento en el TMT-A, una tarea que evaltia la velocidad para una combinacién de
habilidades motoras, de atencion sostenida y de buisqueda visuo-espacial y cuya afectacion
en el estadio prodromico de la EA predice el desarrollo de demencia (Molinuevo et al.,
2011). Otras funciones cerebrales, como la percepcion visuo-espacial y visuo-constructiva
estuvieron preservadas en todos los subgrupos de pacientes con APP.

Los pacientes con APP-vnf obtuvieron las menores puntuaciones en las tareas de fluencia
fonética, al igual que en otras cohortes (Hu et al., 2010; Sajjadi et al., 2012). Esta tarea,
para muchos autores, mas que ser una tarea primariamente lingiiistica, es considerada una
tarea de ejecucion frontal, pues esta intimamente relacionada con la generacion de una
estrategia de busqueda en el almacén verbal y con la emision del contenido verbal alli
almacenado (Clark et al., 2005). La evaluacion prospectiva de ésta y otras tareas ejecutivas
en pacientes con APP-vnf, ha mostrado un declinar progresivo del rendimiento en estas
pruebas conforme la enfermedad evoluciona, manifestando una creciente dificultad de los
pacientes no-fluentes/agramaticales en tareas que requieren planificacion mental, memoria
de trabajo y realizacion de forma simultanea de dos tareas (Libon et al., 2007; Libon et
al., 2008). En contra de lo esperado, las puntuaciones en el test de digitos directos y la
compresion de frases, fueron similares en todos los grupos. Previamente, el grupo de la
doctora Gorno-Tempini habia descrito en los pacientes con APP-vl, una marcada reduccion
de la repeticion de frases largas y de la repeticion de digitos directos, ambas relacionadas
con una alteracién en el loop fonolégico (Gorno-Tempini et al., 2008). El loop fonolégico,
al igual que la memoria de trabajo, también juega un importante papel en la comprension
de frases, pues permite mantener online la informacion verbal que se recibe e interpretarla.
Por este mismo mecanismo, la compresién de frases también puede verse afectada en los
pacientes logopénicos y esto puede falsamente similar a los errores que tienen los pacientes
con APP-vnf en la comprension de estructuras sintacticas complejas.

Otro punto a considerar es el creciente debate acerca de si los pacientes con una apraxia

del habla aislada, sin rasgos de agramatismo verbal o escrito, deberian incluirse o no dentro
de la variante APP-vnf. Tanto en publicaciones sobre los diversos subtipos de APP descritos
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antes de la clasificacion de consenso (Duffy, 2006; Josephs et al., 2006b; Rohrer et al.,
2008a; Rohrer et al., 2010b; Deramecourt et al., 2010) como en otras posteriores (Mesulam
et al., 2012; Josephs et al., 2012) se ha considerado la apraxia del habla aislada como una
entidad neurodegenerativa con caracteristicas patofisioldgicas propias. En nuestra cohorte,
aplicamos los criterios de consenso, que incluyen a la apraxia del habla con o sin afasia
asociada, entre los criterios diagnosticos de la APP-vnf. Sin embargo, aunque siete de los 15
casos con APP-vnf incluidos presentaban una combinacién de diversos grados de apraxia
del habla y de agramatismo, otros siete de nuestros pacientes se presentaron inicialmente
con una apraxia del habla aislada, cumpliendo criterios para ser diagnosticados de una
apraxia del habla primaria progresiva.

Respecto a los hallazgos de neuroimagen, numerosos estudios grupales usando técnicas
semi-cuantitativas como VBM o el estudio de grosor cortical, han establecido correlaciones
clinico-anatomicas consistentes en cada variante de APP (Gorno-Tempini et al., 2004;
Rohrer et al., 2009; Mesulam et al., 2009; Sapolsky et al., 2010; Rogalsky et al., 2011). Por
otra parte, algunos estudios de técnicas de neuroimagen funcional, como el SPECT, PET
o la RM funcional, han sugerido que la disfuncién en las redes del lenguaje localizadas en
el hemisferio izquierdo podrian anteceder al dafio anatémico objetivado por RM en la APP
(Mesulam, 2001; Diehl et al., 2004; Rohrer et al., 2008a). En nuestro trabajo 1 aplicamos
clinicamente, los criterios de neuroimagen estructural y funcional de apoyo al diagndstico
de las tres variantes de APP. Con esta aproximacion cualitativa, que es con la que se toman
decisiones en la practica clinica habitual, todos los casos de APP-vs y APP-vl de nuestra
cohorte mostraron la positividad de al menos uno de los dos biomarcadores de neuroimagen.
Ademas, en todos los casos de APP-vs en los que se disponian de ambos biomarcadores
de neuroimagen, hubo una correspondencia completa entre la localizacién de la atrofia y el
hipometabolismo a nivel temporal anterior izquierdo. Esta afectacion relativamente focal
del polo temporal izquierdo hace que esta region anatémica sea un excelente biomarcador de
neuroimagen de la APP-vs, incluso en estadios iniciales (Mesulam et al., 2012). En la APP-
vl, a pesar de que las diferencias no fueron significativas, la neuroimagen funcional parecia
ser mas sensible que la estructural a la hora de localizar anatémicamente la afectacion focal
tipica de esta variante. Respecto a la APP-vnf, sélo un 66% de los casos presentaba algiin
biomarcador de imagen positivo, si bien se producia un alto grado de congruencia entre la
neuroimagen estructural y funcional. Nuestros resultados sugieren, que el patron de atrofia
y/o hipometabolismo/hipoperfusion de apoyo al diagnoéstico clinico que se ha sefialado
en los distintos estudios grupales, es de menor utilidad en la APP-vnf y APP-vl a nivel
individual en la practica clinica. Creemos que las razones de estas discrepancias en ambos
grupos son, ademas de la variabilidad y heterogeneidad clinica individual, las diferencias
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de sensibilidad diagnostica que presentan las técnicas semi-cuantitativas utilizadas en
estudios de investigacion grupales respecto al analisis cualitativo clinico a nivel individual
realizado en nuestra cohorte.

El uso de marcadores bioquimicos en LCR sugestivos de neuropatologia de EA se esta
incorporando poco a poco a la practica clinica en nuestro medio, especialmente para el
estudio de pacientes en fase de deterioro cognitivo leve, demencia de inicio precoz o atipica.
Sin embargo, los autores del consenso internacional de APP, si bien hacen referencia a
ellos, no especifican cual ha de ser su uso en un caso de APP, dado que faltan datos de
series clinicas amplias bien estudiadas (Gorno-Tempini et al, 2011). En nuestro estudio, los
resultados de los marcadores bioquimicos en LCR mostraron que todos los pacientes APP-
vl presentaban un perfil sugestivo de patologia de EA. Previamente, solamente Rohrer y
col habian descrito cinco pacientes con APP-vl que presentaban un perfil de biomarcadores
de EA en LCR (Rohrer et al 2010d; Rohrer et al, 2012), confirmando un dato aportado por
los estudios de correlacion clinico-patologicos (Mesualm et al., 2008). Ademas, en nuestra
cohorte, en el 60% de los pacientes APP-i los marcadores bioquimicos en LCR apoyaban
la presencia de una EA subyacente. Por el contrario, ninguno de los pacientes APP-vnf o
APP-vs presentaron positividad de los biomaracadores de EA. Estudios previos con PET
con marcadores de amiloide han mostrado un porcentaje pequefio de positividad en la
captacion cortical del radiotrazador en sujetos con estos dos tipos de variantes de la APP.
Esta discrepancia puede explicarse por dos razones fundamentales. En primer lugar, los
criterios de nuestro estudio para considerar que una muestra de LCR apoya el diagnostico de
un EA, requieren la presencia de Af3,, disminuida, indicativa de amiloidosis subyacente, y

ademas, la elevacion de t-tau, p-tau,,, o de laratio AB, /p-tau , , indicativos de la existencia
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de dafio neuronal asociado. En esta misma linea, dos de nuestros pacientes con APP-vnf
(uno de ellos el portador de la mutacion p.C139R en GRN) presentaron disminucion de
A,y niveles normales de biomarcadores de dafio neuronal, algo que interpretamos como
copatologia. En segundo lugar, el 16% de nuestros pacientes con APP se consideraron
inclasificables segun la actual clasificacion, pero se podrian haber clasificado previamente
como APP-vnf o APP-vl, y el 60% de ellos presentaron un perfil de biomarcadores en LCR

indicativo de neuropatologia de EA.

Los marcadores genéticos son otro de los marcadores biolégicos propuestos en el
consenso internacional de APP para mejorar la prediccién in vivo del sustrato molecular
subyacente en cada caso de APP. El 34% de los pacientes con APP del trabajo 1 presentaban
historia familiar de deterioro cognitivo en familiares de primer grado, si bien, ninguno de
ellos estaba afecto de ELA. Solamente tres pacientes, todos ellos con APP-vnf, presentaron

100



Afasias primarias progresivas: Caracterizacion clinica y marcadores biolégicos

antecedentes familiares de demencia de inicio precoz en familiares de primer grado.
El estudio genético mostr6 que estos tres pacientes eran portadores de una mutacion
patogénica asociada a una DLFT (expansion hexanucleotidica en CO9ORF72 en dos casos y
una mutacién en GRN en el otro), apoyando la idea de que las alteraciones genéticas en la
APP se asocian a la APP-vnf con mas frecuencia que a la APP-vs o a la APP-vl (Grossman,
2012).

La frecuencia de la afasia como sintoma inicial en los portadores de la expansion en
CI90ORF?72 varia entre las series cinicas -entre un 9-27% de los pacientes- y la mayoria
presentan un fenotipo de APP-vnf (Snowden et al., 2012; Mahoney et al., 2012). Uno
de nuestros pacientes presentd agramatismo inicialmente aislado y a los seis meses se
evidenciaron en la exploracion signos de primera y segunda motoneurona, confirmandose
el diagnostico de ELA en el estudio neurofisiologico. Previamente, la presencia de APP-
vnf, en el contexto de una ELA, con o sin DFT asociada, ha sido descrita (Lomen-Hoerth
et al., 2002; Heidler-Gary et al., 2007). La otra paciente APP-vnf portadora de la expansion
en C9ORF72 desarrollé evolutivamente sintomas conductuales compatibles con DFT un
afio después de su inclusion en el estudio. El fenotipo clinico de DFT, con o sin ELA
asociada, es el mas frecuente en las mutaciones del COORF72y los estudios de neuroimagen
grupal han mostrado una atrofia simétrica a nivel frontal y temporal, si bien se constata
gran variabilidad a nivel individual (Boeve et al., 2012; Mahoney et al., 2012; Snowden
et al., 2012). La neuroimagen de los dos pacientes de nuestro estudio fue calificada de
inespecifica, bien por la ausencia de una atrofia focal o bien por la presencia de una atrofia
cortical generalizada.

En nuestra cohorte el mayor porcentaje de portadores del APOE €4 se encontré en el
grupo de APP-vl, al igual que en publicaciones previas (Gorno-Tempini et al., 2004). Sin
embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas entre los grupos de APP,
algo posiblemente relacionado con el tamafio muestral. Merece la pena destacar que mas de
la mitad de los sujetos con APP-vl no mostraron positividad para el APOE €4, sugiriendo,
como en trabajos previos, que la frecuencia de los portadores del APOE €4 es menor en
pacientes con un fenotipo clinico no amnésico de EA que en pacientes con EA y el clasico
fenotipo clinico de pérdida de memoria episodica (Van der Flier et al., 2006).

Otro biomarcador que podria permitir un mayor conocimiento sobre la neurobiologia
de la APP es la determinacion sérica de los niveles de progranulina. En el segundo trabajo
se estudiaron los niveles séricos medios de progranulina en una cohorte retrospectiva de
pacientes con diagnostico clinico de DLFT (DFT, APNF y DS) y EA. En cinco pacientes se
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detectaron niveles de progranulina sérica reducidos (< 94 ng/mL) identificandose en cuatro
de ellos una mutacién en GRN (tres mutaciones nulas y una mutacion de patogenicidad
incierta) y en el otro paciente una mutacion en el gen de la proteina priénica (PRNP).
Los niveles de progranulina sérica en los pacientes portadores de las mutaciones nulas
de GRN mostraron una reduccién de un tercio respecto a controles, en consonancia con
la haploinsufiencia de progranulina ocasionada por la mutacion. Este hecho, apoya la
utilidad diagnostica de los niveles séricos de proganulina disminuidos como una buena
herramienta de screening para detectar a portadores de mutaciones en GRN, incluso en la
ausencia de una historia familiar. Una vez excluidos los sujetos con mutaciones en GRN,
la cuantificacion de los niveles séricos de progranulina no revel6 diferencias estadisticas
entre los grupos de pacientes estudiados.

El anélisis de los fenotipos clinicos de los portadores de mutaciones en GRN presentados
en el trabajo 2 evidencian, al igual que estudios previos, que la clinica asociada a las
mutaciones en este gen es heterogénea (van Swieten et al., 2008). El fenotipo clinico de los
tres pacientes portadores de las mutaciones nulas fue de DFT (en la mutacion p.V279GfsX5)
y de EA y APP-vnf (en la mutaciéon p.C366fsX1). El paciente portador de la mutacion
de patogenicidad incierta (p.C139R) present6 inicialmente una APP-vnf. Esta mutacion
se habia descrito previamente en cuatro pacientes independientes con fenotipos clinicos
diversos (en dos casos DFT, en uno APP y en otro EA) y por el contrario, estuvo ausente
en el estudio de 907 controles (Brouwers et al., 2008; Finch et al., 2009; Bernardi et al.,
2009; Bagnoli et al., 2011). Nuestro paciente debut6 clinicamente con una apraxia del
habla aislada y evolutivamente desarrollé un deterioro cognitivo generalizado y un SPSP.
El desarrollo clinico de parkinsonismo es frecuente en los portadores de mutaciones de
GRN y se observa en un tercio de los pacientes durante la progresion de la enfermedad
(Beck et al., 2008). Dos familiares asintomaticos del paciente fueron portadores de esta
mutacién y ambos mostraron niveles reducidos de progranulina en un rango similar al del
paciente. Estos niveles fueron mas bajos que los niveles séricos medios de esta proteina en
controles pero mas elevados que los detectados en otros portadores de mutaciones nulas
de nuestra cohorte. Por el contrario, los niveles séricos de progranulina de otro miembro
familiar, no portador de la mutacion, fueron normales. Esta reducciéon mas moderada de los
niveles medios de progranulina sugiere que esta mutacion no produce una pérdida total de
la funcién de la proteina mutada, al contrario de los que ocurre en las mutaciones nulas de
GRN (Sleegers et al., 2009). En nuestro paciente, el analisis de expresion génica mostro la
presencia del alelo mutante en la misma proporcion que el alelo wildtype, sugiriendo que
la patogenicidad de la mutacion p.C139R es incierta. Otros estudios apoyan, no obstante,
su patogenicidad (Brouwers et al., 2008).
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La afasia, con un fenotipo APP-vnf, fue la presentacion clinica inicial de dos pacientes
con mutaciones en GRN incluidos en el trabajo 1. Los estudios iniciales de APP asociada
a mutaciones en GRN (APP-GRN) mostraban que el perfil de APP de estos pacientes
cumplia habitualmente criterios de una APP-vnf (Beck et al., 2008). Sin embargo, el
analisis prospectivo de las caracteristicas del lenguaje de pacientes individuales portadores
de mutaciones en GRN, ha mostrado que el fenotipo del lenguaje ligado a la APP-GRN
presenta caracteristicas mixtas, con rasgos intermedios entre diferentes variantes. El estudio
neurolingiiistico del grupo de Manchester de un portador de otra mutacion en GRN, mostro
inicialmente una severa anomia con posterior afectacion de la comprension de palabras
aisladas, sugiriendo una fenotipo de APP-vs (Snowden et al., 2007b). Otra paciente con
APP-GRN present6 inicialmente agramatismo al que se le asociaron evolutivamente,
dificultad para la comprension y la repeticion de palabras aisladas y de frases, mostrando
un fenotipo de APP mixto (Rohrer et al., 2008b). Las evaluaciones neuropsicolégicas
sucesivas mostraron, al igual que en nuestro caso de la mutacion p.C366fsX1, un declinar
progresivo del item de fluencia semantica. Ademas, con la progresion de la enfermedad,
este paciente desarroll6 acalculia y apraxia imitativa e ideomotora, signos clinicos
consistentes con la tipica afectacion del 16bulo parietal de las mutaciones de GRN (Rohrer
et al., 2008b). En este sentido, la afectacion de la encrucijada temporo-parietal izquierda y
de sus conexiones, ocasiono en otro paciente con APP-GRN descrito por el mismo grupo,
un fenotipo del lenguaje similar a la APP-vl con algunos rasgos asociados también de APP-
vnf (Rohrer et al., 2010c). A la luz de estas descripciones, la pregunta sin resolver en la
APP-GRN, continua siendo si esta entidad constituye un sindrome de APP independiente
0 es una continuacién sindromica mas evolucionada de la APP-vnf pero con un sustrato
patologico distinto. Solamente la realizacion de futuros analisis grupales e individuales
detallados podra definir mejor el fenotipo de APP-GRN asi como ampliar el conocimiento
de sus correlaciones clinico-genéticas y clinico-patolégicas.

Los trabajos previos sugieren que en la practica clinica, disponemos de buenos
marcadores de neuroimagen, bioquimicos y genéticos, para identificar pacientes con la
APP-vs -asociada habitualmente a neuropatologia DLFT-TDP43- la APP-vl o la APP-i
-asociadas a neuropatologia de EA- y la APP asociada a mutaciones en GRN. Sin embargo,
la APP-vnf presenta una peor caracterizacion a través de biomarcadores y tampoco se
dispone actualmente de marcadores de prediccion de neuropatologia DLFT-tau, que es la
mas frecuentemente asociada a esta variante. Estudios previos sefialan que el desarrollo
de sindromes parkinsonianos atipicos en la APP-vnf se asocia de forma consistente a
neuropatologia DLFT-tau. Sin embargo, la aparicién de estos signos clinicos puede resultar
tardia, especialmente si se pretende actuar de forma precoz sobre la enfermedad subyacente.
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En este sentido, en el tercer trabajo de la presente tesis, se plante6 la exploracion in vivo de
la via nigroestriatal, tipicamente alterada en los sindromes parkinsonismos degenerativos,
mediante **I-FP-CIT-SPECT en pacientes APP-vnf que no presentaban todavia sintomas
parkinsonianos. Los resultados del trabajo 3 muestran como los pacientes APP-vnf sin
parkinsonismo clinico inicial, presentaron una disminucién significativa del trazador
respecto a controles, tanto en la inspeccion visual del '*I-FP-CIT SPECT como a nivel
semi-cuantitativo. La reduccion en la captacion estriatal del **I-FP-CIT en el grupo APP-
vnf sin parkinsonismo clinico se interpreta como un biomarcador de neurodegeneracion
subclinica nigroestriatal en estos pacientes. Por el contrario, no se encontraron diferencias
significativas en la captacion estriatal del trazador en los pacientes APP-vl, lo cual sugiere
que la degeneracion nigroestriatal detectada en la APP-vnf no es atribuible a una pérdida
global de substancia gris y que es especifica de la APP-vnf.

En una segunda aproximacion diagnostica, con el objetivo de intentar “aislar” en el grupo
de APP-vnf a sujetos cuyo sustrato neuropatoldégico mas probable fuera una DLFT-tau,
se analizaron los resultados del '*I-FP-CIT-SPECT teniendo en cuenta la cuantificacién
de biomarcadores de EA en LCR y excluyendo a pacientes portadores de mutaciones de
GRN. La reduccion de la captacion estriatal del trazador se mostro, en este analisis, mas
significativa en el grupo APP-vnf/bio- respecto a controles. Ademas, las diferencias entre el
grupo APP-vnf/bio- y APP-vI/EA fueron estadisticamente significativas, sugiriendo que la
cuantificacion in vivo de los biomarcadores disponibles ayud6 a homogeneizar los grupos
clinicos y que los biomarcadores ayudaron a predecir, con mayor precision, un patron
anormal de captacién en el SPECT con '#I-FP-CIT a partir del diagnéstico clinico.

Aunque nuestro estudio es el primero publicado hasta la fecha valorando el estado de
la via nigroestriatal in vivo en pacientes con APP-nvf, existe un estudio previo de Rinne
y colaboradores que evalu6, mediante PET, la presencia de degeneracion nigroestriatal
en doce pacientes con diagnostico clinico de DFT usando un analogo de la cocaina, el
2-B-Carbometoxi-3-3-(4-fluorofenil)tropano o [11C]CFT, como ligando del trasportador
de dopamina pre-sinaptico de las neuronas nigroestriatales (Rinne et al., 2002). En el
estudio se vio que la captacion del trazador estaba reducida, de forma bilateral, en el nicleo
caudado y putamen en los pacientes con DFT. Sin embargo, en este estudio, todos los
pacientes mostraban algun tipo de signos extrapiramidales en el momento de la inclusion,
como queda reflejado en las puntuaciones de la subescala motora de la UPDRS. Ademas,
no se realizaron analisis genéticos, para detectar, por ejemplo, a sujetos con mutaciones
en el gen MAPT, que frecuentemente de asocia a DFT con parkinsonismo (Sieben et al.,
2012). Los resultados de la captacion del ligando de dopamina en este estudio fueron muy
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heterogéneos anivel individual, algo que podria estar relacionado con los diferentes sustratos
neuropatologicos que presenta la DFT o con la severidad de los sintomas extrapiramidales
que presentaban los pacientes.

El indice de asimetria estriatal en la APP-vnf fue menor que en los controles, indicando
una mayor afectacion en el '?*I-FP-CIT SPECT en el estriado izquierdo. Este hecho puede
atribuirse a la distribucién del dafio anatomico, preferentemente izquierdo, de los circuitos
fronto-estriatales en la APP-vnf (Josephs et al., 2006a). En nuestro estudio la ratio caudado/
putamen izquierda en el grupo de APP-vnf también se vio reducida respecto a controles,
indicando una mayor disminucion de la recaptacion del trazador en el nicleo caudado
que en el putamen. Esta ratio se encuentra reducida de forma similar en la PSP/DCB,
confirmando, de acuerdo a la neuropatologia de ambas, una mayor y mas temprana pérdida
de los receptores del transportador de dopamina en las regiones del caudado anterior en
estas entidades (Dickson et al., 2002; Filippi et al., 2006; Murphy et al., 2008; Kagi et
al., 2010). Por el contrario, en la enfermedad de Parkinson idiopatica, la reduccién de la
captacion del trazador es mas pronunciada en la parte posterior del putamen, también en
concordancia con la neuropatologia de la enfermedad (Braak et al., 2003; Oh et al., 2012).
En los pacientes con DFT, por el contrario, la recaptacion dopaminérgica estriatal esta
reducida de forma similar en el caudado y en el putamen (Rinne et al., 2002).

El disefio original del estudio 3 fue transversal, sin embargo, en el momento del cierre
del estudio se disponia ya de datos de seguimiento longitudinales de interés. Asi, el 70%
de los pacientes con APP-vnf habia desarrollado signos extrapiramidales caracteristicos de
sindromes parkinsonianos atipicos. La mayoria de estos pacientes (85%) ya presentaban,
en el momento de su evaluacion inicial e inclusiéon en el estudio, una recaptacion
dopaminérgica estriatal de '*I-FP-CIT patologica. En la misma linea, todos los pacientes
que presentaron una ratio alterada de la recaptaciéon del *I-FP-CIT en ambos estriados
y que han tenido un seguimiento mas prolongado, han desarrollado signos clinicos de
parkinsonismo. Por el contrario, ninguno de los pacientes con APP-vl ha desarrollado
parkinsonismo clinico durante el seguimiento. Estos hallazgos apoyan la hipotesis de que
la reduccion de la recaptacion dopaminérgica estriatal del *I-FP-CIT podria predecir
la evolucién hacia un sindrome parkinsoniano en los pacientes con APP, posiblemente
relacionado con una DLFT-tau subyacente. La principal limitacién de nuestro estudio es
la ausencia de confirmacion neuropatolégica. El estudio postmortem seria valiosamente
informativo para apoyar la asociacion de la APP-vnf con alteracion estriatal en el '2*I-FP-
CIT SPECT, con un sustrato de DLFT-tau.
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Otros grupos de investigacion estan asimismo realizando una buisqueda activa de
marcadores especificos de patologia DLFT-tau. Entre ellos destacan: a) nuevos ligandos de
PET, como el radiotrazador ®*F-THK523, que ha mostrado una alta afinidad y selectividad
por la patologia de tau hiperfoforilada de los ovillos neurofibrilares tanto in vitro como in
vivo, cumpliendo criterios de ligando apto para usarse en ensayos clinicos en humanos
(Fodero-Tavoletti et al., 2011) y b) estudios de conectividad mediante tensor de difusién
en RM, que han identificado un patrén de afectacion caracteristico en un pequefio grupo
de sujetos con APP-nvf sin parkinsonismo clinico inicial que evolucionaron hacia un SCB/
SPSP en el seguimiento longitudinal a un afio (Sajjadi et al., 2013). En futuros trabajos
seria interesante poder disponer de estudios comparativos entre los distintos marcadores
en una misma muestra.

Si bien las limitaciones de los trabajos que componen esta tesis doctoral se discuten en
cada uno de ellos, hemos de reconocer dos principales limitaciones comunes a todos ellos:
el limitado tamafio muestral de las series y la ausencia de datos neuropatolégicos que
permitan realizar una correlacion clinico-paraclinico-patolégica. La primera limitacion es
inevitable al enfocar el estudio en una enfermedad de baja frecuencia y que creemos s6lo
podria ser resuelta con la planificacion de un estudio multicéntrico. Respecto a la segunda
limitacion, es la intencion de los investigadores completar, en la medida de lo posible, el
seguimiento evolutivo de los participantes en todos estos estudios.

En resumen, la rica fenomenologia de la APP y las diferentes enfermedades
neurodegenerativas que pueden presentarse clinicamente con un sindrome de APP, representa
un indudable reto diagndstico para el clinico. La busqueda de nuevas terapias que puedan
modificar el curso evolutivo de las enfermedades neurodegenerativas, obliga a los clinicos a
realizar un diagndstico precoz y a investigar el posible sustrato molecular subyacente. Por este
motivo, el futuro de la APP pasa por la investigacion e introduccion en la clinica de diversos
marcadores bioldgicos (bioquimicos, genéticos y nuevos marcadores de neuroimagen) que
complementen la evaluacion clinica y paraclinica disponible actualmente, tanto de las tres
variantes mas frecuentes de APP como de los casos inclasificables. En este sentido, los
trabajos de la presente monografia avalan el estudio in vivo de marcadores de neuroimagen
estructural y funcional para la caracterizacion de las diferentes variantes clinicas de APP, los
marcadores bioquimicos en LCR para diferenciar los casos de APP asociados a EA de los
que presentan otro sustrato neuropatoldgicos, asi como la utilidad clinica de la determinacion
de los niveles séricos de progranulina en sujetos con APP para detectar mutaciones en GRN.
Finalmente, el '*I-FP-CIT SPECT se postula como una potencial herramienta de deteccion
subclinica nigroestriatal en los pacientes con APP-vnf.
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1. Lamayoria de los casos de afasia primaria progresiva se pueden subclasificar en alguna
de las tres variantes clinicas segun los criterios actuales; sin embargo, existe un 15,6% de
casos que resultan inclasificables. Hay una buena correlacion entre los criterios clinicos y de
neuroimagen, principalmente en las variantes logopénica y semantica de la afasia primaria
progresiva. Los hallazgos de neuroimagen clinica en la variante no fluente/agramatical, son
mas heterogéneos. L.os marcadores bioquimicos y genéticos permiten diferenciar los casos
de afasia primaria progresiva con un substrato neuropatolégico de degeneracion lobular
frontotemporal de aquellos con un substrato de enfermedad de Alzheimer, especialmente
en los casos inclasificables clinicamente.

2. No existen diferencias en los niveles séricos de progranulina a nivel grupal entre
pacientes con afasia primaria progresiva, demencia frontotemporal y enfermedad de
Alzheimer, una vez excluidos los casos con mutaciones en el gen GRN. Los niveles séricos
de progranulina son una buena herramienta de cribado de mutaciones en este gen, dado que
su disminucién nos permite identificar a portadores de mutaciones en GRN. Los portadores
de mutaciones en el gen GRN presentan fenotipos clinicos heterogéneos, incluyendo casos
con afasia primaria progresiva.

3. Los pacientes con la variante no fluente/agramatical de la afasia primaria progresiva,
especialmente aquellos con un perfil bioquimico en liquido cefalorraquideo no sugestivo de
enfermedad de Alzheimer, presentan una alteracion precoz de la via nigroestriatal objetivada
mediante el SPECT con '*I*P-CIT, algo que no ocurre en los pacientes con la variante
logopénica. Esta técnica apoya la existencia de degeneracion subclinica nigroestriatal en
estos sujetos, posiblemente relacionada con una neuropatologia subyacente de degeneracion
lobar frontotemporal-tau y podria permitir identificar a los pacientes con afasia primaria
progresiva con riesgo de desarrollar un parkinsonismo atipico.
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