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Concerning the role of glial cells, a variety of mechanisms will probably emerge.
Obvious gaps in our knowledge which prevent the formulation of more precise
hypotheses relate to detailed information about the biochemical properties of

various glial cells and the mechanisms of neuron-glia interactions.

— Stephen W. Kuffler, 1967

Neuroglial cells: physiological properties and a potassium mediated effect of
neuronal activity on the glial membrane potential
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LISTADO DE ABREVIACIONES

AB -amiloide

AOS apnea obstructiva de sueno

AQP4 acuaporina 4

APP proteina precursora de amiloide

APOE apolipoproteina E

DCB degeneracion corticobasal

DCL deterioro cognitivo leve

DFT demencia frontotemporal

DLFT degeneracion lobar frontotemporal

DLFT-tau degeneracion lobar frontotemporal asociada a tau

EA enfermedad de Alzheimer

ELA esclerosis lateral amiotréfica

EP enfermedad de Parkinson

EWS Ewing sarcoma protein

FET familia FET (compuesta por FUS [fused in sarcoma],EWS [proteina del sarcoma
de Ewing] y TAF15 [factor 2N asociado a la proteina de unidn a TATA])

FUS fused in sarcoma

GFAP proteina acidica fibrilar glial (Glial Fibrillar Acidic Protein)

LCR liquido cefalorraquideo

MAPT proteina tau asociada a microtubulos

MTBR region de la unién al microtubulo

NREM sueno no REM (non-rapid eye movement)

PET tomografia por emision de positrones

REM movimientos oculares rapidos (rapid eye movements)

RM resonancia magnetica




I LISTADO DE ABREVIACIONES

SD sindrome de Down

SCB sindrome corticobasal

S-DLFT sindromes relacionados con degeneracién lobar frontotemporal
SNC sistema nervioso central

S100B proteina S100B

SWA sueno de ondas lentas (slow-wave activity)

TAF15 TATA-binding protein-associated factor 15

TCSR trastorno de conducta del sueno REM

TDP-43 proteina de union al ADN TAR de 43kDa (TAR-binding protein 43)
YKL-40 proteina 1 similar a la quitinasa-3 (chitinase-3-like protein 1)
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RESUMEN

El desarrollo y la validacién de biomarcadores moleculares han permitido el diagnostico
in vivo de las enfermedades neurodegenerativas y su caracterizacion clinico-bioldgica.
Su uso en la practica clinica y en la investigacion ha permitido avanzar en el diagndstico
precozy en la comprension de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes. Sin embargo,
las enfermedades neurodegenerativas no se explican Unicamente por el depdsito de
proteinas patologicas. Se trata de procesos complejos que resultan de la interaccion entre
la carga de la proteinopatia subyacente, la neuroinflamacion, la neurodegeneracion y la
disfuncion de redes neuronales, modulados por factores genéticos, ambientales y por
otros procesos fisiolégicos, lo que contribuye a la variabilidad clinica observada entre
individuos. Por ello, su estudio requiere la integracidon de aproximaciones multimodales,
con el objetivo de mejorar la estratificacion de riesgo, la prediccion de evolucién y, en el

futuro, el diseno de estrategias terapéuticas mas personalizadas.

Los astrocitos han ganado una creciente atencion como elementos claves tanto
en el funcionamiento normal del sistema nervioso central como en la patologia
neurodegenerativa. Participan activamente en procesos implicados en el mantenimiento
de la homeostasis cerebral y en la respuesta neuroinflamatoria. Ademas, evidencias
recientes sugieren que pueden participar de forma activa en la regulacién del sueno,
un proceso fisiologico esencial para mantener el bienestar fisico, mental y cognitivo.
Adicionalmente,se han relacionado de forma bidireccional los trastornos del sueno con las
enfermedades neurodegenerativas. No obstante, la integracion de los biomarcadores de
origen astrocitario y de parametros objetivos del sueno en la caracterizacion del continuo
fisiopatologico de las enfermedades neurodegenerativas ha sido escasamente explorada

de forma sistémica en humanos.

El objetivo de esta tesis doctoral es abordar las enfermedades neurodegenerativas desde
un enfoque multimodal que integra (i) biomarcadores de origen astrocitario y dano axonal
en plasma y liquido cefalorraquideo (LCR), (ii) biomarcadores centrales de la enfermedad
de Alzheimer (EA) en plasma y LCR, y (iii) medidas objetivas de la arquitectura del sueno
obtenidas mediante polisomnografia, con el fin de mejorar su caracterizacién a lo largo

de su continuo fisiopatologico.
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I RESUMEN

Los resultados muestran que los biomarcadores de origen astrocitario plasmaticos, en
particular la proteina acida fibrilar glial (GFAP), junto con el neurofilamento de cadena
ligera (NfL), presentan patrones diferentes entre entidades neurodegenerativas. GFAP
muestran niveles mas elevados en la EA,intermedios en la demencia frontotemporal (DFT)
y mas bajos en individuos cognitivamente normales (CN), mientras que NfL muestran
tendencia a valores mas altos en DFT, aunque sin diferencias significativas respecto a la
EA. La combinacion de GFAP y NfL mejora la discriminacidn diagnostica entre EA, DFT y
CN. Ademas, concentraciones mas elevadas de GFAP se asocian con biomarcadores de
dano neuronal y atrofia cerebral, asi como peor rendimiento cognitivo y funcional y mayor
riesgo de progresion clinica, lo que respalda su valor como biomarcador de estratificacion

de riesgo y estimacion prondstica.

De forma complementaria,se observa una relacion estrecha entre la arquitectura del sueno
y los biomarcadores de origen astrocitario, de dano axonal y biomarcadores centrales
de la EA en condiciones fisioldgicas. Un sueno mas ligero y fragmentado se asocia con
concentraciones mas elevadas de tau y de biomarcadores de origen astrocitario, mientras
que un sueno mas profundo y consolidado se relaciona con niveles mas bajos. Estas
asociaciones estan moduladas por la edad y por la presencia del alelo apolipoproteina E
(APOE) e4. Estos resultados sugieren una relacién consistente entre parametros de sueno
y biomarcadores en condiciones fisioldgicas, y contribuyen a fundamentar la generacion

de hipdtesis sobre su posible implicacion en fases patologicas.

Adicionalmente, la caracterizacion del patron de sueno mediante polisomnografia
en adultos con sindrome de Down (SD), una forma genética de EA, revela alteraciones
detectables desde fases tempranas,incluyendo un sueno mas fragmentado, una reduccion
marcada del sueno REM (movimientos oculares rapidos, [rapid eye movements]) y una
elevada prevalencia de apnea obstructiva del sueno (AOS). Estas alteraciones son mas
pronunciadas en estadios mas avanzados de la enfermedad. Este estudio ha permitido
caracterizar el patron de sueno en los distintos estadios de la EA en adultos con SD,
contribuyendo a una mejor comprension de su comportamiento a lo largo del curso de
la enfermedad. Ademas, identifica el sueno REM y AOS como parametros particularmente
sensibles,con potencial relevancia para futuros estudios y para el diseno de intervenciones

dirigidas al sueno.
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RESUMEN I

Los resultados de esta tesis muestran que la incorporacion de biomarcadores de origen
astrocitario y de parametros objetivos del sueno mejora la caracterizacion biologica de
las enfermedades neurodegenerativas. Los resultados apoyan una interrelacion entre la
regulacion astrocitaria, el sueno y la fisiopatologia de estas entidades, y sugieren que
la activacion astrocitaria podria desempenar un papel potencialmente mediador en
la relacién bidireccional entre el sueno y la EA. Estos datos refuerzan la necesidad de
un enfoque multimodal para comprender la complejidad e interaccion de los procesos

fisiopatologicos implicados.
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ABSTRACT

The development and validation of molecular biomarkers have enabled the in vivo
diagnosis of neurodegenerative diseases and their clinical-biological characterization.
Their use in both clinical practice and research has advanced early diagnosis and
improved understanding of the underlying pathophysiological mechanisms. However,
these conditions cannot be explained solely by the deposition of pathological proteins.
Rather,they represent complex processes arising from the interaction between the burden
of abnormal protein deposition, neuroinflammation, neurodegeneration, and neuronal
network dysfunction,which are further modulated by genetic and environmental factors as
well as by other physiological processes, ultimately contributing to the clinical variability
observed among individuals. Therefore, their study requires the integration of multimodal
approaches to improve risk stratification, predict disease progression, and support the

development of more personalized therapeutic strategies.

Astrocytes have gained increasing attention as key components of both the normal
functioning of the central nervous system and neurodegenerative diseases. They actively
participate in mechanisms involved in maintaining brain homeostasis and in the
neuroinflammatory response. In addition, recent evidence suggests that they may play an
active role in the regulation of sleep, a physiological process essential for maintaining
physical, mental, and cognitive well-being. Furthermore, sleep disturbances have been
bidirectionally associated with neurodegenerative diseases. However, the integration of
astrocytic biomarkers and objective sleep parameters in the systematic characterization

of the disease continuum remains poorly explored in humans.

The aim of this doctoral thesis is to investigate neurodegenerative diseases using a
multimodal approach integrating (i) astrocyte-derived and axonal injury biomarkers in
plasma and cerebrospinal fluid (CSF), (ii) core biomarkers of AD in plasma and CSF,and (iii)
objective measures of sleep architecture obtained through polysomnography, in order to

improve their characterization across the neurodegenerative disease continuum.

The results show that plasma astrocytic biomarkers, particularly glial fibrillary acidic
protein (GFAP), together with neurofilament light chain (NfL), exhibit different patterns
across neurodegenerative diseases. GFAP concentrations are higher in AD, intermediate

in frontotemporal dementia (FTD), and lower in cognitively normal (CN) individuals,
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I ABSTRACT

whereas NfL concentrations tend to be higher in FTD, although without significant
differences compared with AD. The combination of GFAP and NfL improves the diagnostic
performance in distinguishing between AD, FTD, and CN individuals. In addition, higher
GFAP concentrations are associated with axonal injury biomarkers and brain atrophy, as
well as with poorer cognitive and functional performance and an increased risk of clinical

progression, supporting its value for risk stratification and prognostic assessment.

Furthermore, in CN individuals without AD pathophysiology, objective sleep architecture
parameters are associated with astrocytic biomarkers, axonal injury biomarkers, and
core AD-related proteins. Lighter and more fragmented sleep is associated with higher
concentrations of tau and astrocytic biomarkers, whereas deeper and more consolidated
sleep is associated with lower concentrations. These associations are modulated by age
and by the presence of the apolipoprotein (APOE) ¢4 allele. These findings suggest a
consistent relationship between physiological sleep architecture parameters and AD-
related biomarkers and contribute to generating hypotheses regarding their potential

involvement in pathological stages.

Additionally, the characterization of sleep patterns using polysomnography in adults with
Down syndrome (DS), a genetic form of AD, reveals detectable changes from early stages,
including more fragmented sleep,a marked reduction in rapid eye movement (REM) sleep,
and a high prevalence of obstructive sleep apnea (OSA). These disturbances are more
pronounced in later stages of the disease. This study characterizes sleep patterns across
the different stages of AD in adults with DS, contributing to a better understanding of
their evolution across the disease continuum. Morever, it identifies REM sleep and OSA as
particularly sensitive parameters, with potential relevance for future studies and for the

design of sleep-targeted interventions.

The results of this thesis show that integrating astrocytic biomarkers and objective
sleep study improves the biological characterization of neurodegenerative diseases.
These findings support an interrelationship between astrocytic activation, sleep, and the
underlying disease pathophysiology, and suggest that astrocytic activation could play a
potentially mediating role in the bidirectional relationship between sleep and AD. These
findings highlight the need for a multimodal approach to understand the complexity and

interaction of the pathophysiological processes involved in neurodegenerative diseases.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cambio de paradigma en las enfermedades
neurodegenerativas: de la definicion clinica a la
caracterizacion bioldgica in vivo

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un conjunto de trastornos
caracterizados por la acumulacion de proteinas mal plegadas en el tejido cerebral y la
consiguiente disfuncién neuronal. Como resultado, se produce un deterioro progresivo
de las funciones cognitivas, conductuales, motoras y funcionales, con una repercusion
creciente en los sistemas sanitario y social. Se estima que actualmente mas de cincuenta
millones de personas viven con algun tipo de demencia,y las proyecciones internacionales
anticipan que esta cifra podria triplicarse en 2050. Este escenario situa a las enfermedades

neurodegenerativas entre los retos de salud publica de mayor magnitud del siglo XXI (1).

El diagnéstico tradicional de estos trastornos se ha basado en la identificacion de patrones
clinicos predominantes, de modo que entidades como la enfermedad de Alzheimer (EA),
la demencia frontotemporal (DFT), la enfermedad de Parkinson (EP) o la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) se han definido seguneldominio cognitivo,conductual o motorinicialmente
afectado. Sin embargo, este enfoque presenta limitaciones importantes. Con frecuencia,
distintos procesos neurodegenerativos producen manifestaciones clinicas similares, lo que
dificulta un diagndstico preciso apoyado exclusivamente en la sintomatologia. Del mismo
modo, es habitual que personas con una misma alteracion molecular pueden desarrollar
fenotipos clinicos muy diferentes, mientras que individuos con presentaciones clinicas
casi idénticas pueden albergar etiologias biologicas divergentes. Estudios con correlacion
clinico-neuropatologica han demostrado que aproximadamente un 25-30% de los pacientes
con diagnosticos clinicos de EA presentan una etiologia biologica discordante incluso
en centros especializados, siendo esta proporcién aun mayor en otras enfermedades
neurodegenerativas y en ambitos no especializados (2,3). Esta heterogeneidad refleja la
complejidad intrinseca de estos procesos y cuestiona la utilidad de las clasificaciones

sindrémicas como herramienta diagnostica unica (4,5).
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I INTRODUCCION

En los ultimos anos, el desarrollo y la validacion de biomarcadores en fluido y de técnicas
de neuroimagen han permitido evaluar in vivo los procesos celulares y moleculares
subyacentes que, de otro modo, sélo serian accesibles mediante estudios post mortem.
Entre los ejemplos mas relevantes se incluyen la deteccidén in vivo de amiloide y tau
mediante neuroimagen molecular, como la tomografia por emision de positrones (PET),
y la cuantificacion de proteinas patoldgicas o la identificacion de a-sinucleina mediante
ensayos especificos en liquido cefalorraquideo (LCR). Estos avances han impulsado la
transicion en el campo desde un modelo diagnostico basado predominantemente en la
observacién clinica hacia una aproximacion clinico-biologica, en la que los biomarcadores
desempenan un papel central en la definicion de la enfermedad. En consecuencia, estas
entidades han dejado de concebirse exclusivamente como sindromes clinicos definidos
por el estadio de demencia para entenderse como procesos bioldgicos crénicos que
se desarrollan a lo largo de anos o décadas, con una fase preclinica caracterizada por
alteraciones de biomarcadores detectables previa a la aparicion de los sintomas (6-9).
La incorporacién de estos biomarcadores en la practica clinica ha permitido mejorar de
forma sustancial la precision diagnostica y la estimacidn pronostica, asi como orientar el
desarrollo de terapias dirigidas a mecanismos especificos,como la patologia amiloide, tau

o a-sinucleina (10,11).

Sin embargo, esta caracterizacion biologica basada exclusivamente en la deteccién de
patologia molecular subyacente no es suficiente para reflejar la variabilidad interindividual
observada. La evidencia acumulada apunta a la naturaleza multifactorial de estas
enfermedades, en las que el curso clinico se ve modulado por la interaccion entre distintos
mecanismos (Figura 1). Aunque la investigacion se ha centrado tradicionalmente en la
neurona,hoyse conoce que ladegeneracion neuronal no puede comprenderse sin considerar
la contribucidn de otras poblaciones celulares,entre ellas los astrocitos.Estas células gliales,
las mas abundantes del sistema nervioso central (SNC), desempenan funciones esenciales
en el mantenimiento de la homeostasis cerebral. Participan activamente en la regulacion
del entorno neural, la comunicacién intercelular y la respuesta frente a estimulos internos
y externos,incluyendo la regulacion del ciclo sueno-vigilia (12-14). Por otro lado, el sueno
se la propuesto como un proceso fisiologico fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis cerebral y de la funcion cognitiva. Estudios que emplean medidas objetivas
mediante polisomnografia han demostrado que sus alteraciones pueden aparecer de

forma precoz en diversas enfermedades neurodegenerativas. Asimismo, Llos trastornos del
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sueno se han asociado con un riesgo de deterioro cognitivo y demencia, lo que sugiere
una relacion bidireccional (15-17). Por este motivo, la incorporacién de biomarcadores
de origen astrocitario y el estudio del sueno en enfermedades neurodegenerativas ha

despertado un creciente interés en el campo.

Muerte Agregacion patolégica
neuronal : de proteinas

.~ Alteracién
.~ sindpticay de las
redes neuronales

Inflamaciotn

Mecanismos
fisiopatolégicos de
las enfermedades
neurodegenerativas

Alteraciones de
la proteostasis

n @
., - - ofh e
A" B

Alteraciones del
ADN y del ARN

Alteraciones dela Anomalias del
homeostasis energética citoesqueleto

Figura 1. Principales mecanismos fisiopatoldgicos implicados en las enfermedades
neurodegenerativas (Figura adaptada de Wilson DM, Il et al., Cell, 2023).

La figura ilustra los principales mecanismos fisiopatoldgicos descritos de forma transversal en
las enfermedades neurodegenerativas, derivados de décadas de investigacion bdsica, traslacional
y clinica. Entre ellos se incluye la agregacion patologica de proteinas, la disfuncion sindptica y
de las redes neuronales, las alteraciones de la proteostasis, las anomalias del citoesqueleto, la
disrupcion de la homeostasis energética, los defectos en el ADN y ARN, los procesos inflamatorios
y la muerte neuronal.
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1.2. Papel de los astrocitos en condiciones fisioléogicas y en

enfermedades neurodegenerativas

1.2.1. Papel fisiologico de los astrocitos en el sistema nervioso central

Los astrocitos desempenan funciones esenciales para mantener la actividad neuronal y

la integridad del tejido cerebral (Figura 2). A continuacion, se detallan las funciones mas

destacables:

26

Control del medio extracelular: los astrocitos regulan la concentracion de
iones, contribuyen al equilibrio acido-base y participan en la depuracion de
neurotransmisores. También intervienen en la eliminacion de especies reactivas de
oxigeno y proporcionan soporte metabolico a las neuronas mediante la produccion
de lactato y la sintesis de glucdgeno, asegurando asi la disponibilidad energética

necesaria para la actividad sinaptica (12,18).

Sinaptogénesis y remodelacion sinaptica: a nivel sinaptico, establecen contactos
directos con las sinapsis a través de prolongaciones finas denominadas leaflets o
appendages,que conforman la denominada «cuna sinaptica». Desde estas estructuras
modulan la transmision neuronal mediante el control de la concentracion extracelular
de neurotransmisores y la liberacion de factores que regulan la sinaptogénesis,
la maduracion y la eliminacion selectiva de conexiones sinapticas. Aunque estos
procesos son especialmente relevantes durante el desarrollo del sistema nervioso,

permanecen activos a lo largo de la vida adulta (12,18).

Control de la barrera hematoencefalica: los astrocitos también forman parte
fundamental de la barrera hematoencefalica. Sus pies terminales envuelven los
capilares y,junto con las células endoteliales y los pericitos, contribuyen a preservar
la integridad de esta barrera. Refuerzan las uniones endoteliales y modulan el flujo
sanguineo cerebral en funcion de la actividad neuronal mediante la secrecion de
moléculas como el factor derivado de la linea celular glial (GDNF) y el factor de
crecimientotransformante 3 (TGF B).Asimismo,ejercenfuncionesinmunorreguladoras
al limitar la migracion de células inflamatorias hacia el parénquima cerebral y

preservar la estabilidad del microambiente neural (12,18).
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e Regulacion del sistema glinfatico: otro componente esencial de su funcion es su
participacion en el sistema glinfatico, un mecanismo de intercambio de fluidos que
facilita la eliminacion de desechos metabdlicos y la distribucién de nutrientes en el
SNC (12,18).

* Regulacion de procesos sistémicos: ademas de sus funciones locales, estudios
recientes han mostrado que los astrocitos participan en procesos integradores de
orden superior. Entre ellos se incluyen la regulacion del ciclo sueno-vigilia, el control
del balance energético sistémico y la modulacién de funciones neuroendocrinas y

reproductivas (12,18).

EL avance en la caracterizacion funcional de los astrocitos, impulsados principalmente
por estudios celulares y modelos animales, ha transformado la concepcidn tradicional de
estas células. Lejos de considerarse meros elementos de soporte estructural, los astrocitos
se reconocen hoy como células dinamicas, activamente implicadas en la modulacion de la
actividad neuronal, el mantenimiento de la homeostasis tisular, la reqgulacion vascular y la
integracion de procesos sistémicos. Este cambio de paradigma ha despertado un creciente

interés por comprender su implicacion en condiciones patologicas en humanos.
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» Regulacion del balance energético y de la y de la inerfaz glia-vaso
ingesta * regulacién del flujo sanguineo local
* Regulacion de la homeostasis del suefio + Soporte metabélico neuronal
« Sintesis y almacenamiento de glucégeno

Homeostasis molecular

» Homeostasis iénica (K*, CI, Ca®)

* Regulacién del pH

+ Transporte de agua y mantenimiento
del equilibrio hidrico

* Homeostasis de neurotransmisores
(glutamato, GABA, adenosina,
monoaminas)

Homeostasis organica
» Control de la BHE
* Regulacion del sistema glinfatico

Defensa, neuroproteccion y regeneracion

Homeostasis celular & redes neuronales = Astrogliosis reactiva
* Neurogénesis Regeneracion general
» Desarrollo neuronal y guiado axonal SEHEPWEQTS; s post-lesional
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L
L]

Sinaptogénesis y remodelacién sindptica ?urnlnigtrc;_ er’;ergético . ”
Regulecin'de 1§ mislintzaoitn ransmitofagia e intercambio

mitocondrial astrocito-neurona

Figura 2. El papel fisioldgico de los astrocitos (Figura adaptada de Verkhratsky A et al., Signal
Transduct Target Ther, 2023).

Abreviaturas: SNC, sistema nervioso central; BHE, barrera hematoencefdlica.
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1.2.2. Astrogliosis reactiva y respuesta astrocitaria al dano

Ante una agresion del SNC, los astrocitos ponen en marcha un programa coordinado de
cambios moleculares, estructurales y funcionales conocido como astrogliosis reactiva.
Esta respuesta constituye un mecanismo adaptativo altamente conservado, orientado
a preservar la homeostasis tisular y a limitar la extension del dano. A diferencia de la
activacion fisiologica transitoria, la astrogliosis implica modificaciones profundas del
fenotipo astrocitario,que incluyen hipertrofia celular,reorganizacién de las prolongaciones
y un aumento de la expresion de proteinas del citoesqueleto, particularmente la proteina
acida fibrilar glial (GFAP) (12,18,19).

Lareactividad astrocitarianorepresenta un estado uniforme,sino un continuo de respuestas
cuya magnitud y caracteristicas dependen de la naturaleza, intensidad y duracion del
estimulo patolégico. En situaciones de dano leve o transitorio, los astrocitos pueden
adoptan una forma de activacién no proliferativa en la que preservan su organizacién
territorialy mantienen funciones homeostaticas esenciales.En esta fase inicial,la respuesta
astrocitaria contribuye a contener el dano, proporcionar soporte metabolico a las neuronas

vulnerables y restaurar el equilibrio del microambiente extracelular (13,18,19).

En cambio, cuando la agresion persiste o se intensifica, la activacidn astrocitaria puede
volverse desadaptativa. Los astrocitos muestran una alteracion progresiva de sus
funciones fisiologicas,acompanada de una activacidn sostenida de vias proinflamatorias y
de cambios en su perfil secretor. La liberacion crénica de citoquinas, quimioquinas y otras
moléculas senalizadoras puede contribuir a la disfuncion sinaptica, a la alteracion del
metabolismo neuronal y al establecimiento de un entorno inflamatorio persistente que

favorece la progresion del dano tisular (13,18,19).

La respuesta astrocitaria se integraademas en unared de interacciones celulares complejas.
Los astrocitos mantienen un dialogo bidireccional con la microglia, las principales células
inmunitarias del SNC, modulando tanto la activacion como la resolucion de la respuesta
inflamatoria. A su vez, las senales derivadas de la microglia pueden inducir cambios
fenotipicos en los astrocitos,amplificando o perpetuando estados reactivos. En situaciones
de alteracion de la barrera hematoencefalica, los astrocitos también interactuan con
células del sistema inmune periférico, reforzando su papel como intermediario entre la

inmunidad sistémica y la respuesta inflamatoria del SNC (20,21).
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En fases crdénicas de enfermedad, se han descrito ademas alteraciones estructurales
profundas de los astrocitos, incluyendo la pérdida de dominio territorial, la atrofia celular
y fendmenos degenerativos caracterizados por la fragmentacion de prolongaciones,
vacuolizacion y edema celular, conocidos como clasmatodendrosis. Estos cambios
reflejan un agotamiento funcional progresivo y se asocian a una pérdida de la capacidad
homeostatica, favoreciendo un estado de mayor susceptibilidad neuronal y contribuyendo

a la progresion de los procesos neurodegenerativos (13,18,19).

En conjunto, la astrogliosis reactiva constituye un componente fundamental de la
fisiopatologia de las enfermedades neuroldgicas, con un papel dinamico que oscila
entre mecanismos inicialmente protectores y respuestas cronicamente disfuncionales. La
caracterizacion de los estados funcionales de los astrocitos resulta clave para comprender
su implicacion en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas, ya sea como
moduladores del dano neuronal o como mediadores de respuestas neuroprotectoras, lo

que sustenta el creciente interés por biomarcadores que reflejen su actividad in vivo.

1.2.3. Biomarcadores de origen astrocitario en fluido

Los biomarcadores de origen astrocitario ofrecen una perspectiva especialmente valiosa
sobre la dinamica glial en el SNC y aportan informacién sobre las modificaciones del
microambiente cerebral que acompanan a la progresidn del proceso neurodegenerativo o
que se producen en respuesta a intervenciones terapéuticas. A continuacion, se describen
de forma general los principales biomarcadores de origen astrocitario, mientras que su
comportamiento diferencial y su utilidad en procesos fisioldgicos y patologicos especificos

se abordaran mas adelante en el contexto de cada entidad clinica.

Entre los biomarcadores de origen astrocitario mas ampliamente estudiados se encuentra
el GFAP, una proteina estructural que forma parte del citoesqueleto intermedio de los
astrocitos y cuya expresion aumenta de forma significativa en respuesta a la activacion
glial (22). La elevacion de GFAP en LCR o en plasma se ha asociado tanto a procesos de
reactividad astrocitaria como fendmenos de dano estructural, y sus concentraciones se
han correlacionado con la gravedad y la extension del proceso neurodegenerativo en
enfermedades como la EAy la DFT (23-27).

29



I INTRODUCCION

Un hallazgo relevante es que las concentraciones de GFAP en plasma y en LCR muestra
una concordancia parcial, lo que sugiere que capturan aspectos bioldgicos distintos de la
fisiopatologicos de la enfermedad. La evidencia disponible indica que el GFAP plasmatico
aumenta en fases mas tempranas, discrimina con mayor precision entre individuos cony
sin patologia amiloide y se asocia con el riesgo de progresion clinica (28-30). En cambio,
los niveles de GFAP en LCR tienden a incrementar de forma mas consistente en estadios

mas avanzados donde coexisten patologia amiloide y tau (29).

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar esta disociacion entre
compartimentos. Entre ellos, se han descrito diferencias en la estabilidad preanalitica,
dado que el GFAP plasmatico muestra una mayor resistencia a ciclos de congelacion y
descongelacion en comparacion con el GFAP en LCR (31). Sin embargo, otros estudios
sugieren que los mecanismos de liberacion y aclaramiento del GFAP también pueden
contribuir a esta diferencia, ya que la proteina puede alcanzar la circulacién periférica
a través de la barrera hematoencefalica, la barrera sangre-LCR y el sistema linfatico
(32,33). No obstante, el impacto de estas vias en la dinamica de los biomarcadores entre
compartimentos bioldgicos, asi como su significado fisiopatoldgico en el contexto de las

enfermedades neurodegenerativas, no se encuentran completamente esclarecidos.

Otro biomarcador de interés es la proteina 1 similar a la quitinasa-3, también conocido
como Chitinase-3-like protein 1 (YKL-40), una glicoproteina altamente conservada cuya
funcion exacta no se conoce con precision. Fuera del SNC, YKL-40 es secretada por
diversas poblaciones celulares periféricas, incluyendo macrofagos, neutrofilos, células
sinoviales, condrocitos, células lisas vasculares o células estrelladas hepaticas, y actua
como un marcador inespecifico de inflamacion y remodelado tisular, habiéndose descrito
niveles elevados a nivel periférico en enfermedades inflamatorias y degenerativas
articulares, asi como en diversos procesos neoplasicos (34). En el SNC, YKL-40 se expresa
predominantemente en astrocitos reactivos (35), y su expresion se ha relacionado con
senales proinflamatorias asociadas a la activacion microglial (36). En pacientes con
enfermedades neurodegenerativas, los niveles de YKL-40 en LCR estan consistentemente
mas elevadosy se asocian con marcadores pronosticos en neuroimageny con la progresion
cognitiva, lo que refuerza su potencial utilidad como biomarcador de la respuesta glial en
este contexto (28,37-42).
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Otros biomarcadores de origen astrocitario, como la proteina S100B y la acuaporina
4 (AQP4), también han mostrado una posible implicacion en diversas enfermedades
neurodegenerativas. S100B se ha asociado con neuroinflamacion y dano neuronal,aunque
su especificidad es limitada debida a su expresion en multiples tipos celulares y a su
susceptibilidad a factores metabdlicos y comorbilidades sistémicas (43). Por su parte,
AQP4 participa en la regulacion de la homeostasis hidrica cerebral y se ha relacionado con
alteraciones en enfermedades como la EAy la ELA (44). No obstante, el uso de AQP4 como
biomarcador en humanos sigue siendo metodoldgicamente limitado, ya que no existen
técnicas clinicas no invasivas capaces de discriminar de forma directa su distribucion
perivascular frente a la parenquimatosa. Dado que la evidencia disponible sobre estos
biomarcadores es todavia preliminar y controvertida,su analisis detallado no se contempla

dentro del objetivo de la presente tesis.

1.3. Implicacion de los astrocitos en la enfermedad de
Alzheimer y en los sindromes relacionados con la
degeneracion lobar frontotemporal

Las enfermedades neurodegenerativas se han conceptualizado tradicionalmente como
procesos caracterizados por la disfuncién progresiva y la pérdida neuronal asociadas
al depdsito de proteinas patologicamente alteradas, con una afectacion jerarquica y
estereotipada de distintas regiones cerebrales. En este marco clasico, los astrocitos y los
oligodendrocitos fueron considerados durante décadas como elementos pasivos 0 mero

acompanantes del proceso neurodegenerativo.

Sinembargo,en los Ultimos anos se ha reconocido un espectro funcional mucho mas amplio,
revelando funciones previamente infravaloradas que pueden contribuir de forma activa
al desarrollo de la disfuncidn y degeneracidon neuronal. Paralelamente, el reconocimiento
de que la mayoria de estas enfermedades se caracterizan no solo por la acumulacion,
sino también por la propagacién transcelular de proteinas patoldgicas, ha ampliado el
foco mas alla de las neuronas. Ademas de albergar inclusiones proteicas, los astrocitos
pueden internalizar proteinas asociadas a la enfermedad y participar potencialmente en
su diseminacion, lo que refuerza su papel como mediadores activos tanto de proceso
neuroprotector como neurodegenerativo. Estas observaciones han situado las respuestas

astrocitarias como componentes relevantes de los mecanismos fisiopatoldgicos

31



I INTRODUCCION

implicados en diversas enfermedades neurodegenerativas y en el envejecimiento cerebral,

cuestionando la visidn exclusivamente centrada en la neurona de estos trastornos (45).

En este escenario, el papel de los astrocitos y los biomarcadores de origen astrocitario
derivados de su activacion ha sido explorado con mayor profundidad en la EA y en
la DLFT. En este ultimo grupo, especialmente en entidades asociadas al deposito
anémalo de proteina tau (DLFT-tau), se ha descrito una afectacion astrocitaria extensa
y morfolégicamente caracteristica, lo que subraya la implicacion directa de estas células
en la patologia (46). Asi, el estudio de la reactividad astrocitaria y de sus correlatos en
biofluidos emerge como una aproximacion clave para comprender la heterogeneidad
bioldgica de las enfermedades neurodegenerativas e identificar biomarcadores capaces
de reflejar procesos fisiopatolégicos no capturados por los marcadores clasicos, una
necesidad particularmente relevante en la DLFT,donde aun no se dispone de biomarcadores

fisiopatologicos especificos.

En los apartados siguientes se revisan de forma sintética la EA y la DLFT, abordando
sus principales caracteristicas clinicas, los hallazgos neuropatoldgicos mas relevantes, el
diagnostico y la implicacion de los astrocitos, asi como el papel de los biomarcadores de

origen astrocitario en cada contexto.

1.3.1. Enfermedad de Alzheimer

Epidemiologia y presentacion clinica

La EA constituye la causa mas frecuente de demencia a nivel mundial y representan
aproximadamente el 50-70% de los casos. Su incidencia aumenta de forma exponencial
con la edad, duplicandose aproximadamente cada cinco anos entre los 65 y los 95 anos.
Clinicamente, se manifiesta como un deterioro progresivo de las funciones cognitivas,
con afectacion inicial de la memoria episddica en la forma amnésica, que constituye la
presentacion mas frecuente. A medida que progresa la enfermedad, aparecen alteraciones
en otros dominios cognitivos y se produce una peérdida progresiva de la autonomia

funcional, hasta alcanzar el estadio de demencia (8,47,48).
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La EA presenta una marcada heterogeneidad clinica. Ademas de la forma amnésica, se
han descrito multiples variantes clinicas no amnésicas, entre ellas destacan la variante
logopénica de la afasia progresiva primaria, la atrofia cortical posterior y la forma
disejecutiva o conductual (8,49-51). Cabe destacar que aproximadamente el 5-6% de los
casos presentan la enfermedad de inicio precoz,definida por la aparicion de sintomas antes
de los 65 anos. En estos pacientes, la afectacion de la memoria puede no ser el sintoma
predominante,siendo frecuentes los trastornos de lenguaje, las alteraciones visoespaciales
o los cambios conductuales, lo que dificulta el diagndstico diferencial clinico respecto a

otras enfermedades neurodegenerativas y trastornos psiquiatricos primarios.

Factores de riesgo genético y biologico

La mayoria de los casos de EA son esporadicos y se consideran el resultado de una
interacciéon compleja entre factores geneéticos y ambientales a lo largo del curso vital.
Menos de 1% de los casos se deben a mutaciones autosomicas dominantes en los genes
de la proteina precursora de amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) o presenilina 2 (PSEN2),
que cursan a una produccién aumentada de B-amiloide y a un inicio temprano de la
enfermedad (47,48,52,53).

El sindrome de Down (SD) representa una forma genética singular de EA, ya que la
triplicacion del gen APP en el cromosoma 21 provoca una sobreproduccién de 3-amiloide
y una progresion practicamente universal de la patologia, con cambios neuropatoldgicos

desde edades tempranas y una elevada prevalencia de la demencia en la edad adulta (54).

Por otro lado, el alelo APOE e4 se considera el principal factor de riesgo genético de la
EA esporadica y se asocia tanto a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad como a
una edad de inicio mas temprana (55,56). En el caso de homocigosis para APOE ¢4, las
trayectorias bioldgicas observadas comparten similitudes con las descritas en las formas
autosémicas dominantes y en el SD, lo que ha llevado a proponer esta condicion como una

forma genética de EA (57).
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Base bioldgica y neuropatologia

Desde el punto de vista neuropatologico, la EA se caracteriza por la acumulacién de
placas de b-amiloide en el espacio extracelular y ovillos neurofibrilares de proteina tau
hiperfosforilada a nivel intracelular. Estas lesiones se acompanan de pérdida sinaptica

progresiva, astrogliosis, activacion microglial, angiopatia amiloide cerebral y atrofia

ce

rebral (Figura 3) (58-61).
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Figura 3. Hipotesis modificada de la cascada amiloide de la enfermedad de Alzheimer (Figura
adaptada de Karran et al, ] Neurochem., 2016).

El esquema muestra la hipdtesis de la cascada amiloide, una de las hipdtesis mds ampliamente
aceptadas para explicar la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer, segun la cual la
agregacion del péptido -amiloide constituye un evento clave que progresa en paralelo a la
disfuncion de tau. En un determinado momento, el depdsito de placas amiloides favorece un
aumento de la patologia de tau, que se propaga a lo largo del cerebro. Este proceso se ve
acelerado por la respuesta de distintas poblaciones celulares cerebrales, lo que conduce a un
deterioro progresivo del sistema nervioso y, en fases avanzadas, a la demencia.

Abreviaturas: APP, proteina precursora de amiloide; AP, péptido B-amiloide; Ab42, péptido
B-amiloide de 42 aminodcidos; PHF, filamentos helicoidales pareados; APOE €4, alelo ¢4 de la
apolipoproteina E; EA, enfermedad de Alzheimer.
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Aunque el depdsito de p-amiloide tiende a estabilizarse en fases tempranas, la progresion
clinica se correlaciona mas estrechamente con la extensién de la patologia tau. Ademas,
las copatologias neuropatoldgicas son frecuentes, particularmente en edades avanzadas,
e incluyen cuerpos de Lewy,enfermedad cerebrovascular y depositos de proteina de union
al ADN TAR de 43kDa (TDP-43, TAR DNA-binding protein 43), entre otras, que contribuyen

de manera significativa a la heterogeneidad clinica y diagndstica (47,48,55,62).

Diagnéstico biologico

La incorporacion de biomarcadores que reflejan la fisiopatologia subyacente ha
permitido establecer un diagndstico in vivo de la EA basado en evidencia bioldgica.
Los criterios diagnosticos y de estadiaje de la EA segun la actualizacion NIA-AA 2024
proponen un enfoque diagndstico basado en la demostracion de patologia amiloide
(A) y tau (T), facilitando la deteccién temprana y una clasificacion mas precisa de los
distintos fenotipos clinicos (8). Los biomarcadores que reflejan los componentes Ay T se
denominan biomarcadores centrales o core, al representar las lesiones neuropatoldgicas

caracteristicas de la enfermedad.

Los biomarcadores amiloides incluyen la reduccion de p-amiloide 42 (Ap42) y del cociente
B-amiloide 42 / B-amiloide 40 (Ap42/ Ap40) en LCR, asi como la captacion positiva en
PET con trazadores de amiloide. En cuanto a la patologia tau, los biomarcadores se
organizan en dos categorias con implicaciones diagndsticas y pronosticas diferenciadas.
Los biomarcadores de cambio temprano (T1), que incluyen isoformas solubles de tau
fosforilada (p-tau) que se alteran de forma precoz y reflejan la presencia de patologia
Alzheimer en estadios tempranos del continuo bioldgico. Entre ellas, destacan las
isoformas 181 (p-taul81), 217 (p-tau2l17)y 231 (p-tau231), medibles tanto en LCR como
en plasma. No obstante, existen diferencias en sensibilidad y especificidad diagnostica
segun el analito, y aun persisten retos relacionados con su estandarizacién y validaciéon
clinica, especialmente en el caso de los biomarcadores plasmaticos (63-67), cuestiones
que se analizaran en mayor profundidad en apartados posteriores. Por el contrario, los
biomarcadores de cambio mas tardio (T2), que comprenden fragmentos especificos de
tau, como MTBR-tau243 y fragmentos de tau de region media no fosforilados, asi como
la captacion patologica en PET de tau, se asocian a una mayor carga de tau agregada
y emergen mas cerca del inicio de la sintomatologia clinica, aportando informacion

relevante sobre la gravedad bioldgica de la enfermedad y su prondstico.
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La Tabla 1 resume la categorizacion de los biomarcadores en fluido y de neuroimagen
utilizado para la caracterizacion biologica de la enfermedad, organizados segun el proceso

fisiopatologico que reflejan, de acuerdo con los criterios NIA-AA actualizados (8).

Tabla 1. Categorizacién de los biomarcadores en fluido y de neuroimagen para la
caracterizacion biolégica de la enfermedad de Alzheimer.

Categoria de biomarcador Analitos en LCR o plasma Imagen

Biomarcadores centrales (Core)

Core 1

A (patologia -amiloide) Ap42 PET amiloide
T, (Tau fosforilada y liberada p-tau217,p-taul81, p-tau231

asociada a la EA)

Core 2

T, (patologia tau de la EA) MTBR-tau243, otras formas de PET tau

tau fosforilada (p.ej., p-tau205),
fragmentos de tau de region
media no fosforilado®

Biomarcadores de procesos no especificos implicados en la fisiopatologia de la EA

N (lesion, disfuncion o NfL RM anatémica, PET-FDG
degeneracién neuronal

| (inflamacidn; activacion GFAP
astrocitaria)

Biomarcadores de copatologia no relacionada con EA
V (lesion cerebral vascular) Infarto en RM o TC, HSB

S (a-sinucleina) aSyn-SAA™

Notas: Tabla adaptada de Jack et al., Alzhemers & Dement, 2024. Los biomarcadores se categorizan
segun cuatro criterios. Primero, se identifican tres grandes agrupaciones mecanisticas. Sequndo,
los biomarcadores se subclasifican en funcion de la proteinopatia o via fisiopatoldgica que miden
(p. €., A T, T, etc). Tercero, dentro de la categoria central se distinguen los biomarcadores Core
1y Core 2. Cuatro, los biomarcadores de imagen y los analitos en biofluido se enumeran por
separado dentro de cada categoria.

Abreviaturas:Af, beta-amiloide; EA,enfermedad de Alzheimer; a.Syn-SAA, ensayo de amplificacidn
de semillas de alfa-sinucleina; LCR, liquido cefalorraquideo; TC, tomografia computarizada; FDG,
fluorodesoxiglucosa; GFAF, proteina dcida fibrilar glial; RM, resonancia magnética; MTBR, region
de unién a microtubulos; NfL, neurofilamento de cadena ligera; PET, tomografia por emision de
positrones; HSB, hiperintensidades de sustancia blanca

*p-tau213, p-tau205, MTBR-tau243 y los fragmentos de tau no fosforilados se incluyen en esta
tabla, pero no han alcanzado el mismo nivel de validacion que otros biomarcadores centrales.

** Analito en biofluido que actualmente es informativo tunicamente cuando se mide en LCR.

36



INTRODUCCION I

Con este enfoque, la EA se define como un proceso biolégico continuo que se inicia con
la aparicion de cambios neuropatoldgicos caracteristicos, en un momento en el que los
individuos pueden permanecer clinicamente asintomaticos. Los biomarcadores centrales
de cambio temprano (Core 1) permiten identificar la presencia de patologia Alzheimer a lo
largo del continuo y son suficientes para establecer su diagndstico biologico. Por su parte,
los biomarcadores de cambio mas tardio (Core 2) aportan informacién pronostica relevante
y aumentan la probabilidad de que los sintomas clinicos observados estén directamente
relacionados con la enfermedad. La integracidn de estos biomarcadores en la evaluacion
clinica ha permitido definir con mayor precisién el estadiaje de la enfermedad a lo largo

de su continuo bioldgico.

La Tabla 2 resume el estadiaje clinico de los individuos en el continuo de la enfermedad

de Alzheimer propuestos por los criterios de NIA-AA actualizados (8).

Tabla 2. Estadiaje clinico de los individuos a lo largo del continuo de la enfermedad de
Alzheimer.

Estadio 0. Asintomatico, gen determinista?

Ausencia de cambios clinicos. Biomarcadores dentro de los valores normales.

Estadio 1. Asintomatico, evidencia positividad biomarcador solo
Rendimiento dentro del rango esperado en pruebas cognitivas objetivas.

Sin evidencia de deterioro cognitivo reciente o de aparicién de nuevos sintomas.

Estadio 2. Deterioro transicional, cambios leves detectables, con impacto minimo en la funcion diaria

Rendimiento dentro del rango esperado en pruebas cognitivas objetivas.

Deterioro del funcionamiento cognitivo o neuroconductuales respecto a la situacidn basal individual,
ocurrido en los ultimos 1 a 3 anos y persiste durante al menos 6 meses.

Puede documentarse mediante evidencia de un deterioro sutil en evaluaciones cognitivas
longitudinales, que puede afectar a la memoria u otros dominios cognitivos, con un rendimiento que
permanece dentro del rango normal.

Puede documentarse a través de informes subjetivos de deterioro cognitivo.

Puede documentarse mediante la aparicidn reciente de cambios en el estado de animo, ansiedad o
motivacion no explicados por acontecimientos vitales.

Mantiene plena independencia funcional, con ausencia de impacto o impacto minimo en las actividades
de la vida diaria (AVD).
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Tabla 2. Estadiaje clinico de los individuos a lo largo del continuo de la enfermedad de
Alzheimer. Continuacion

Estadio 3. Deterioro cognitivo con impacto funcional temprano

Rendimiento alterado o patoldgico en pruebas cognitivas objetivas.

Evidencia de deterioro respecto a la situacion basal,documentada por el propio individuo, por
un informante o mediante cambios en evaluaciones cognitivas longitudinales o valoraciones
neuroconductuales.

Realiza las actividades de la vida diaria de forma independiente, pero las dificultades cognitivas pueden
dar lugar a un impacto funcional detectable en las AVD complejas (p.ej., mayor lentitud o menor
eficiencia, aunque conserva la capacidad para completarlas, segun autoinformado o corroborado por un
observador).

Estadio 4. Demencia con deterioro funcional leve

Deterioro cognitivo progresivo y afectacion funcional leve en las AVD instrumentales, con preservacion
de la independencia en las actividades basicas.

Estadio 5. Demencia con deterioro funcional moderado

Deterioro cognitivo progresivo y afectacion funcional moderada en las AVD basicas que requiere
asistencia.

Estadio 6. Demencia con deterioro funcional grave

Deterioro cognitivo y funcional progresivo, con dependencia completa para las AVD.

3Nota: Tabla adaptada de Jack et al., Alzhemers & Dement, 2024. Las personas con sindrome
de Down pueden no ser completamente independientes incluso en el estadio O debido a la
discapacidad intelectual de base. En estos individuos, el deterioro de la independencia funcional
respecto a la situacion basal puede constituir un indicador mds apropiado del estudio clinico.

Este nuevo marco diagndstico ha modificado de forma sustancial el abordaje de la
enfermedad tanto en investigacion como en elambito clinico.Sin embargo,la extrapolacién
de un diagndstico biologico de EA a individuos cognitivamente no afectados, basandose
exclusivamente en la presencia de biomarcadores centrales,sigue siendo objeto de debate.
A diferencia de la EA autosémica dominante o del SD, donde la progresion clinica es
practicamente inevitable, en la EA esporadica la tasa de conversion clinica de individuos
CN con biomarcadores patologicos es menory altamente variable,incluso tras seguimiento
prolongado. Esta heterogeneidad cuestiona el concepto de EA presintomatica en poblacion
esporadica y plantea implicaciones clinicas, éticas y sociales relevantes, derivadas de
la incertidumbre prondstica y del impacto del diagndstico en ausencia de sintomas (9).
Estos datos indican que el significado clinico de los biomarcadores centrales depende
del contexto clinico y de investigacion en el que se utilicen, y que su presencia aislada

no basta para explicar las trayectorias individuales de la enfermedad. Profundizar en los
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mecanismos que determinan por qué algunos individuos con biomarcadores centrales
desarrollan sintomas de forma temprana, mientras que otros permanecen estables durante

anos o no llegan a manifestarlos, constituye un reto prioritario para la investigacion futura.

El papel de los astrocitos en la enfermedad de Alzheimer

En el curso de la EA, los astrocitos sufren una profunda reprogramacion transcriptomica
que se acompana de cambios morfologicos y funcionales y contribuye a multiples
procesos fisiopatologicos. Estos astrocitos reactivos muestran un aumento en la expresion
de genes inflamatorios y una reduccion de aquellos implicados en el soporte neuronal
y el metabolismo del colesterol, junto con disfuncién mitocondrial y un marcado
estrés oxidativo tras la exposicion a b-amiloide. Asimismo, presentan alteraciones en
la liberacidn de neurotransmisores y neuromoduladores que perturban la homeostasis
sinaptica, favorecen una inhibicidén aberrante de las redes neuronales y contribuyen al
estrés oxidativo (68,69).

Ademas de las funciones descritas en el apartado 1.2.1., en el contexto de la EA, los
astrocitos pueden estar implicados en la sintesis,captacionyacumulacion de b-amiloide.En
cerebros envejecidos,en individuos con SD y en EA se han descrito depdsitos intracelulares
de b-amiloide en astrocitos, frecuentemente localizados en proximidad a placas amiloide
y colocalizados con marcadores de reactividad astrocitaria. Estos hallazgos sugieren
que los astrocitos podrian intervenir en la captacion y el procesamiento del péptido,
posiblemente a través de vias lisosomales, aunque el significado funcional de estos
hallazgos no esta completamente establecido (45). De forma concordante, se ha propuesto
que los procesos astrocitarios interactuan con los depdsitos de amiloides extracelulares,
contribuyendo a su fragmentacion o remodelado (18,45). Ademas de su implicacion en la
patologia amiloide, podrian contribuir a la propagacion de tau,actuando como receptores
de tau patologica transferida desde las neuronas a traves de vesiculas extracelulares (70).
La disfuncion astrocitaria puede ademas comprometer los mecanismos de aclaramiento
cerebral,incluyendo el funcionamiento del sistema glinfatico y la regulacidn del sueno, lo
que favorece la acumulacion y agregacion tanto de b-amiloide como de tau y contribuye
a la aceleracion de los procesos neurodegenerativos (71,72). EL papel de los astrocitos en
la regulacion del sueno y en la dinamica del sistema glinfatico se abordara con mayor

detalle en apartados posteriores.
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ELGFAP se ha consolidado como uno de los biomarcadores de reactividad astrocitaria mejor
establecidos en la EA. Estudios neuropatoldgicos han mostrado que sus concentraciones
se correlacionan con la presencia de astrocitos reactivos en proximidad a placas de
-amiloide y ovillos neurofibrilares (73). Asimismo, diversos estudios han demostrado que
sus niveles se elevan en fases muytempranas de la patologia amiloide,pudiendo detectarse
hasta una década antes del inicio del deterioro cognitivo. Ademas, muestra una capacidad
discriminativa prometedora para la deteccion de la patologia amiloide, lo que apoya su
potencial como biomarcador sensible en fases tempranas de la enfermedad (26,27,30,74).
En otros estudios basados en biomarcadores plasmaticos y neuroimagen indican que la
elevacion de GFAP identifica un subgrupo de individuos en los que la patologia amiloide se
acompana de una mayor fosforilacion de tau y de una mayor progresion clinica,sugiriendo
que GFAP podria capturar la reactividad astrocitaria implicada en la interaccidon entre

amiloide, tau y neurodegeneracion (75,76).

En individuos con SD, estudios multicéntricos han mostrado que los niveles plasmaticos de
GFAPcomienzan aelevarse en paralelo aldescenso de 3-amiloide en LCR aproximadamente
diez anos antes de la positividad en PET amiloide. Ademas, se asocia estrechamente con
la carga de patologia amiloide cerebral, con marcadores estructurales y funcionales de
neuroimagen, como el adelgazamiento cortical y el hipometabolismo de glucosa medido
mediante PET con fluorodesoxiglucosa (PET-FDG), asi como con la progresion clinica.
Ademas, su rendimiento diagnostico para discriminar entre pacientes con EA sintomaticos
e individuos asintomaticos es elevado, con un area bajo la curva superior al de otros
biomarcadores plasmaticos como NfLy p-taul81, lo que apoya su potencial utilidad tanto

en la practica clinica como en ensayos clinicos en adultos con SD (77).

Por su parte,YKL-40 se ha relacionado con la respuesta astrocitaria asociada a la activacion
microglial. En la EA, se ha descrito sobreexpresion de YKL-40 en astrocitos reactivos
localizados en proximidades a las placas f-amiloide,y sus niveles en LCR se correlacionan
positivamente con la carga tau (35). Ademas, se han observado concentraciones mas
elevadas en fases tempranas de la enfermedad, asi como asociaciones con marcadores
estructurales de neuroimagen y con la progresion del deterioro cognitivo, lo que refuerza

su potencial utilidad como biomarcador en estadios iniciales de la EA (35,78,79).
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1.3.2. Sindromes relacionados con la degeneracion lobar frontotemporal y el
papel de los biomarcadores de origen astrocitario

Epidemiologia y presentacion clinica

La degeneracion lobular frontotemporal (DLFT) engloba un grupo de trastornos
neurodegenerativos caracterizados por una marcada heterogeneidad clinica vy
neuropatologica, que se manifiesta mediante alteraciones predominantemente del
comportamiento, del lenguaje, de otros dominios cognitivos o de la funcion motora. Estas
manifestaciones clinicas se agrupan bajo el término de sindromes relacionados con la
DLFT (S-DLFT), que reflejan la diversidad de los procesos neuropatoldgicos subyacentes
(Figura 4) (80,81).

Solapamiento de veDFT y PSP

Solapamiento de APP y PSP o o sindrome corticobasal
sindrome corticobasal
Parkinsonismo atipico
(Sindrome corticobasal o PSP) ﬂ}f::.:.::g:z
Parkinson oy,
VEDFT ¢opn %%

AVAPP pura ' '%’%%,-
’ %6%%%.
Apraxia progresiva ;
primaria del habla pura

Espectro de nfvAPP y apraxia Solapamiento entre nfvAPP y veDFT FLA
progresiva privaria del habla ,‘epﬁ ot
VEDFT con ;};«’“Pﬁ@
problemas
: Solapamiento de memorla mpmﬁ
APP mixta SVAPRDFFTDY  prominentes Fpg\coais
veDFT
Demencia semantica E:;?n‘i%‘;d
de Alzheimer
SVAPP DFT-TD

Figura 4. Heterogeneidad y solapamiento de las presentaciones clinicas en el espectro de la
degeneracion lobular frontotemporal (adaptada de Boeve et al., Lancet Neurol. 2022).

La figura muestra la heterogeneidad clinica y el solapamiento entre las distintas presentaciones
asociadas al espectro neuropatoldgico de la degeneracion lobular frontotemporal (DLFT).
Los sindromes principales del espectro DLFT se representan en tonos azules y los sindromes
representados en rosa corresponden a presentaciones clinicas tipicamente situadas fuera del
espectro cldsico de la DFT, pero que han sido descritas en pacientes con DLFT confirmada
neuropatoldgicamente.

Abreviaturas: APP, Afasia progresiva primaria; DFT, demencia frontotemporal; DFT-TD, demencia
frontotemporal variante temporal derecha; ELA, esclerosis lateral amiotrdfica, nfvAPE, afasia
progresiva primaria variante no fluente; PSP, pardlisis supranuclear progresiva; svAPP, afasia
progresiva primaria variante semdntica; vcDFT, demencia frontotemporal variante conductual.
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Aunque menos prevalente que la EA,la DLFT constituye la sequnda causa mas frecuente de
demencia de inicio precoz,con una incidencia entre 2y 3 casos por cada 100.000 personas-
ano. Es probable que su prevalencia esté infravalorada, dado que los sintomas de los
S-DLFT pueden solaparse con los de otros sindromes neurodegenerativos o con trastornos

psiquiatricos, lo que dificulta su reconocimiento en la practica clinica (82,83).

Dentro de este espectro, el término clinico demencia frontotemporal (DFT) se reserva
habitualmente para las principales presentaciones cognitivas asociadas a la DLFT: la
variante conductual de la demencia frontotemporal (bvFTD) y las variantes no fluente/

agramatical y semantica de la afasia progresiva primaria (APP) (50,80,81,84).

Ademas, el espectro clinico de la DLFT incluye sindromes motores extrapiramidales, como
el sindrome de Richardson de la paralisis supranuclear progresiva (PSP-RS) y el sindrome
corticobasal (SCB), asi como trastornos motores piramidales, como la ELA. Aunque estos
cuadros presentan fenotipos clinicos diferenciados,comparten hallazgos neuropatoldgicos
comunes. Asimismo, se han descrito presentaciones atipicas, incluyendo cuadros con
sintomas neuropsiquiatricos iniciales o con afectacion amnésica predominante, que puede
simular otras enfermedades neurodegenerativas y dificultar el reconocimiento diagnostico
precoz (80,81,85,86).

Bases bioldgicas y neuropatologia

Desde el punto de vista neuropatologico,la DLFT se define por la acumulacion de proteinas
andmalas en neuronas y en células gliales, dando lugar a distintos subtipos moleculares
con correlatos clinicos variables. Se distinguen tres grandes grupos: DLFT-tau, DLFT-TDP y

DLFT-FET, cada uno con variantes histopatoldgicas especificas (87).

El subtipo DLFT-tau, mas frecuente en casos de inicio tardio, incluye entidades como
la paralisis supranuclear progresiva (PSP) y la degeneracién corticobasal (DCB),
habitualmente asociadas a sindromes motores y a deterioro cognitivo. EL grupo DLFT-TDP
es el mas prevalente (=50% de los casos), puede presentarse como vcDFT, determinadas
formas de APP y/o ELA. Por ultimo, el subtipo DLFT-FET, menos frecuente, se caracteriza
por inclusiones compuestas por proteinas de la familia FET, como FUS (fused in sarcoma),
EWS (Ewing sarcoma protein) y TAF15 (TATA-binding protein-associated factor 15). A pesar de

que existen asociaciones relativamente consistentes entre subtipo molecular y fenotipo
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clinico, estas no son exclusivas y existe una considerable superposicién clinico-patoldgica

que refleja la complejidad bioldgica de la enfermedad (87-89).

La DLFT presenta una elevada carga genética: hasta un 50% de los casos con S-DLFT
presentan antecedentes familiares de trastornos neurodegenerativos y/o psiquiatricos.
La identificacion de una mutacion genética causal permite establecer un diagnostico
definitivo y, en muchos casos, anticipar la patologia subyacente, dado que los genes

implicados se asocia de forma consistente con subtipos neuropatologico especifico (90).

Los principales subgrupos, proteinas implicadas y genes causales se resumen en la Tabla
3 (87).

Tabla 3. Subtipos neuropatoldgicos de la degeneracion lobular frontotemporal.

Subgrupo Proteina . . -
o Genes causantes  Subtipos patoldgicos caracteristicos

molecular implicada

DLFT-tau Tau MAPT PiD (enfermedad de Pick)

(40%)

DCB (degeneracion corticobasal)
PSP paralisis supranuclear progresiva)
TGG (taupatia globular glial)

AGD (degeneracion argirofilica)

DLFT-TDP TDP-43 GRN; C9orf72; Subtipos A-D (clasificacion por patron de
(50%) VCP; (TARDBP); afectacion y morfologia de inclusiones)
(TBK1)
DLFT-FET FUS (FUS) aDLFT-U (DLFT con inclusiones atipicas
(5-10%) EWS FUS-positivas)
TAF15

BIBD (demencia con inclusiones basoéfilas)

NIFID (demencia con inclusiones
filamentosas intermedias)

DLFT-UPS Desconocida No definido con CHMP2B
(<1%) precision

Tabla adaptada de Neumann&Mackenie, Neuropathol Appl Neurobiol, 2019.

Abreviaturas: DLFT: degeneracion lobular frontotemporal; DLFT-tau, degeneracion lobular
frontotemporal asociada a tau; DLFT-TDP: degeneracion lobular frontotemporal asociada a
TDP-43; DLFT-FET, degeneracidn degeneracion lobular frontotemporal asociada a proteinas de
la familia FET, DLFT-UPS, degeneracidn lobular frontotemporal asociada al sistema ubiquitina-
proteasoma; TDP-43, proteina de unidn a TAR de 43 kDa.
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Diagnadstico clinico y herramientas complementarias

El diagnostico de los S-DLFT continuda siendo fundamentalmente clinico, basado en la
identificacion de los patrones de afectacion conductual,de lenguaje o motora. No obstante,
el solapamiento de sintomas con otros trastornos neurodegenerativos, especialmente
con formas atipicas de EA,y con determinados trastornos psiquiatricos, puede retrasar el

reconocimiento diagnostico.

La neuroimagen estructural mediante resonancia magnética (RM) y la neuroimagen
funcional mediante PET-FDG puede mostrar patrones de atrofia o hipometabolismo
frontotemporal orientativos del diagnostico o del subtipo neuropatoldgico. No obstante,
la ausencia de hallazgos evidentes no excluye la enfermedad, y los resultados de imagen

deben interpretarse siempre en el contexto clinico (81,91).

Los criterios diagndsticos vigentes de los S-DLFT se presentan en la Tabla 4. A diferencia
de la EA, en los S-DLFT no existen actualmente biomarcadores fisiopatoldgicos validados
que permitan identificar de forma precisa el subtipo molecular responsable. En la practica
clinica, los biomarcadores desarrollados para la EA se utilizan principalmente con fines
de diagnostico diferencial. Un cociente elevado de t-tau o p-tau respecto a AB42 (tau/
AB42) es altamente sugestivo de EA y permite distinguirla de DLFT con alta precision
diagnostica. Por el contrario, incluso los subtipos de DLFT asociados a tau no presentan

las elevaciones de tau observadas en EA (81,91,92).

Tabla 4. Criterios diagndsticos vigentes de los sindromes relacionados con la degeneracion
lobular frontotemporal.

Sintomatologia

. Sindrome clinico Criterios diagnoésticos
dominante
Cambios de Variante conductual de la demencia Rascovsky et al., Brain 2011 (84)
personalidad frontotemporal (vcDFT)
Variante temporal derecha de la Ulughut et al., Brain 2020 (93,94)
demencia frontotemporal (DFT-TD)
Alteracién en Variante no fluente/agramatical Gorno-Tempini et al., Neurology 2011 (50)
el habla y/o de la afasia primaria progresiva
lenguaje (nfvAPP)
Variante semantica de la afasia Gorno-Tempini et al., Neurology 2011 (50)

primaria progresiva (svAPP)

Variante lopopénica de la afasia Gorno-Tempini et al., Neurology 2011 (50)
primaria progresiva (LgAPP)
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Tabla 4. Criterios diagnosticos vigentes de los sindromes relacionados con la degeneracién
lobular frontotemporal. Continuacion

Sintomatologia

i Sindrome clinico Criterios diagndsticos
dominante
Combinacion Paralisis Supranuclear Progresiva Hoglingher et al., Mov Disorders 2017 (95,96)
de elementos (PSP)
cognitivos, Degeneracion Corticobasal (DCB) Armstrong et al., Neurology 2013 (85)
conductuales y
motores Esclerosis Lateral Amiotrofica con Strong et al., Amyotroph Lateral Scler

demencia frontotemporal (ELA-DFT)  Frontotemporal Degener 2017 (97)

En los ultimos anos se han desarrollado técnicas dirigidas a la deteccion directa de las
proteinopatias especificas. Las concentraciones reducidas de progranulina (GRN) en LCR y
plasma permiten identificar de forma fiable a los portadores de mutacion en GRN,y técnicas
como RT-QulC han mostrado resultados preliminares prometedores para la deteccion
de TDP-43 en LCR. Mas recientemente, el desarrollo de técnicas de cuantificacion de
proteinas en vesiculas extracelulares plasmaticas ha permitido una caracterizacion mas
precisa de proteinas patologicas como la tau, que presentan una rapida fragmentacion
en espacios extracelulares. Estas nanoparticulas, secretadas por la mayoria de los tipos
celulares, participan en la comunicacion intracelular y tienen capacidad para atravesar la
barrera hematoencefalica. La cuantificacién de TDP-43 y de las isoformas de tau de tres
repeticiones (3R) y de cuatro repeticiones (4R) en vesiculas extracelulares plasmaticas
ha mostrado buen rendimiento para diferenciar las distintas proteinas patoldgicas
subyacentes.Asimismo,estos biomarcadores se han asociado ademas con otros marcadores
de gravedad de la enfermedad, lo que sugiere un elevado potencial para el diagnéstico
molecular en S-DLFT esporadica. No obstante, estos resultados proceden de un unico
estudio y los métodos requieren aun validacion adicional antes de su aplicacion clinica
generalizada (91,92,98).

El neurofilamento de cadena ligera (NfL) constituye un marcador sensible de lesion
axonal y neurodegeneracion. Aunque carece de especificidad, sus niveles suelen ser mas
elevados en los sindromes del espectro de la DLFT que en la EA, lo que lo convierte en
una herramienta util en el diagndstico diferencial frente a trastornos psiquiatricos cuando

los biomarcadores para la EA son negativos (8,91,92,99).
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Papel de los astrocitos en la DLFT

En la DLFT, la afectacién astrocitaria constituye un rasgo neuropatoldgico frecuente y
distintivo, particularmente en las taupatias. A diferencia de la EA, donde la patologia
astrocitaria se asocia de forma mas difusa a la carga amiloide, en la DLFT-tau se observan
inclusiones de tau con morfologias especificas y reproducibles, que forman parte de
los criterios diagndsticos neuropatoldgicos. Entre ellas destacan los tufted astrocytes,
caracteristicos de la PSP, definidos por acumulaciones de tau fosforilada en los segmentos
proximales de los procesos astrocitarios, asi como las placas astrocitarias observadas
en la DCB, formadas por depodsitos de tau en las porciones distales de los procesos.
Otras taupatias del espectro DLFT muestran patrones astrocitarios diferenciados, como
inclusiones globulares o astrocitos ramificados. Esta diversidad morfoldgica y topografica
subraya que los astrocitos participan de manera directa en la patologia de la DLFT y
refuerza el interés por explorar biomarcadores capaces de reflejar estas alteraciones

gliales in vivo (45).

En este contexto, se han descrito concentraciones elevadas de GFAP en LCR y en plasma
en distintos subtipos de S-DLFT, lo que sugiere su potencial utilidad como biomarcador
en el diagnostico diferencial frente a otras entidades (23,100-102)prognosis, and the
underlying causative pathology. Blood glial fibrillary acidic protein (GFAP. Asimismo, se
han reportado incrementos de YKL-40 en LCR, especialmente en pacientes con mayor
progresion clinica o en formas genéticas asociadas a mutaciones en GRN (37,38,102-104).
En estudios multicéntricos, YKL-40 también se ha asociado a un mayor deterioro funcional
y un perfil inflamatorio mas intenso,apoyando su valor como marcador de activacién glial

en este contexto (105).

Aunque la implicacion de los astrocitos en las enfermedades neurodegenerativas
adopta manifestaciones heterogéneas segun la entidad clinica y la proteina patologica
subyacente, un elemento comun que emerge de forma consistente es su participacion
en la regulacion del microambiente cerebral y en los mecanismos de aclaramiento de
proteinas y metabolitos (18). EL sueno actua como un modulador de estos procesos, al
regular diversos mecanismos implicados en la homeostasis cerebral,entre ellos el sistema

glinfatico, cuya actividad aumenta durante el sueno profundo.
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1.4. Sueino, astrocitos y mecanismos de aclaramiento cerebral

1.4.1. Sueno en condiciones fisiologicas y métodos de evaluacion

El sueno es un proceso biologico esencial para la supervivencia y el adecuado
funcionamiento cerebral. Una calidad y duracion apropiadas favorecen la consolidacién
de memoria, funcion cognitiva, estabilidad emocional y regulacion hormonal, ademas de
contribuir al correcto funcionamiento de sistemas inmune, cardiovascular y metabdlico
(106).

El ciclo de sueno-vigilia esta regulado por la interaccion de dos procesos fisiologicos
complementarios. Por un lado, el sistema circadiano, un reloj biolégico enddgeno con
una periodicidad cercana a 24 horas, sincroniza los estados de alerta y sueno con senales
ambientales. Por otro, el proceso homeostatico del sueno refleja la necesidad creciente
de dormir cuanto mayor es el tiempo de vigilia previo, lo que se conoce como presion del
sueno, y se asocia a la acumulacién progresiva de adenosina en el cerebro, que reduce
la excitabilidad neuronal y favorece la iniciacién y el mantenimiento del sueno. Ambos
procesos estan regulados por multiples estructuras cerebrales, incluyendo regiones

corticales, nucleos hipotalamicos y estructuras del tronco encefalico (107).

El sueno ocupa cerca de un tercio de la vida humana y se caracteriza por una actividad
cerebral ciclica y altamente organizada. Se distinguen dos estados principales: el sueno
no REM (NREM, Non-Rapid Eye Movement) y el sueno REM (REM, Rapid Eye Movement),
caracterizado por movimientos oculares rapidos y atonia muscular generalizada. El sueno
NREM se subdividen en tres fases: la fase N1, correspondiente al sueno mas ligero; N2, de
profundidad intermedia; y N3, que representa la fase mas profunda. La fase N3 también se
denomina fase de sueno de ondas lentas, debido a su actividad electroencefalografica de
baja frecuencia y de alta amplitud. La actividad de ondas lentas (SWA, slow-wave activity)
cuantifica esta actividad y se ha relacionado con la presidn del sueno, la consolidacion de
la memoria y la activacion del sistema glinfatico, entre otros procesos. A lo largo de una

noche habitual, estas fases se alternan en ciclos de aproximadamente 90 minutos (106).
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La evaluacion clinica del sueno puede realizarse mediante herramientas subjetivas
u objetivas. Entre los métodos de cribado mas utilizados se incluyen cuestionarios
estructurados como el Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI),que evalua la calidad percibida
del sueno; la Epworth Sleepiness Scale (ESS), orientada a la somnolencia diurna excesiva;
y el cuestionario STOP-BANG, empleado para la deteccion de apnea obstructiva del sueno
(AOS). La actigrafia, una técnica no invasiva para evaluar los ciclos de actividad y reposo,
permite estimar los patrones de sueno-vigilia durante varios dias mediante el registro
continuo de la actividad motora en el entorno habitual del individuo. La polisomnografia
constituye el método de referencia, al proporcionar informacién detallada sobre la
arquitectura del sueno, la actividad eléctrica cerebral, los movimientos oculares, el
tono muscular y la funcion respiratoria, permitiendo el diagnodstico preciso de multiples

trastornos del sueno (108).

1.4.2. Papel de los astrocitos en la regulacion del sueno y del sistema glinfatico

Los astrocitos participan activamente en la regulacion del ciclo sueno-vigilia. La evidencia
derivada de estudios experimentales sugiere que la relacion entre la actividad astrocitaria
y el ciclo sueno-vigilia es reciproca. Los astrocitos pueden modular la excitabilidad
neuronal y la dinamica de las redes mediante senalizacion intracelular y la liberacion
de gliotransmisores, con efectos sobre la sincronizacién neuronal y sobre patrones
electrofisioldgicos caracteristicos del sueno NREM, como la SWA (12,109). Por otro lado,
otros estudios han sugerido que la disrupcion del sueno puede desencadenar una activacion

astrocitaria y contribuye a la respuesta inflamatoria local y sistémica (110-113).

Estas células ejercen también un control esencial sobre el funcionamiento del sistema
glinfatico,mecanismo analogo del sistema linfatico periférico que facilita la eliminacion de
desechos metabdlicos acumulados en el espacio intersticial a través de vias perivasculares
(114).Este sistema se encuentra especialmente activo durante el sueno profundo NREM, fase
en la que se optimiza la depuracién de sustancias potencialmente neurotoxicas (72,114).
Tal como se describio previamente al abordar las funciones de los astrocitos, estas células
constituyen un componente estructural del sistema glinfatico. A través de la expresion
del canal de agua AQP4 en sus pies terminales, los astrocitos facilitan el intercambio
de fluido entre el espacio perivascular de los vasos sanguineos y el liquido intersticial
(Figura 5). Esta organizacion permite tanto la distribucion de nutrientes a las neuronas

mas distantes de la microvasculatura como la eliminacion eficiente de productos de
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desecho (12,18,72,114).En el contexto de enfermedades neurodegenerativas, este sistema
es particularmente relevante al participar en la eliminacion de proteinas neurotoxicas
como B-amiloide, tau y a-sinucleina (114,115). En la EA, se estima que aproximadamente
el 65% de los peptidos B-amiloide se eliminan a través de este sistema, y la reduccion de
la expresion de AQP4 descrita en estos pacientes podria comprometer su capacidad de

aclaramiento y favorecer su acumulacion (114,115).
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Figura 5. Esquema del sistema glinfatico cerebral (Figura adaptada de Tarasoff et al., Nature
Review Neurolology, 2015).

La figura muestra los principales mecanismos implicados en la via glinfdtica. La via glinfdtica
elimina productos desechos del liquido intersticial (LIE) a través del parénquima cerebral
y comprende tres componentes funcionales principales: (1) la entrada periarterial de liquido
cefalorraquideo (LCR), de forma unidireccional y en el mismo sentido que el flujo sanguineo,
hacia el espacio periarterial, desde donde el componente acuoso del LCR atraviesa los canales de
aquaporina-4 (AQP4) localizados en los pies terminales astrocitarios para acceder al parénquima
cerebral; (2) el intercambio LCR-LIE dentro del parénquima cerebral; y (3) el desplazamiento LCR-
LIE hacia el espacio perivenoso de las venas de drenaje profundo. Los productos de desechos
eliminados pueden recircular posteriormente con el LCR o ser finalmente absorbidos por el
sistema linfdtico. Las flechas indican la direccion del flujo.

Abreviaturas: AQP4, aquaporina-4; LCR, liquido cefalorraquideo; LIE, liquido intersticial
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1.4.3. Trastornos del sueno y enfermedades neurodegenerativas: una relacion
bidireccional y potencialmente mediada por neuroinflamaciéon
La evidencia acumulada en las ultimas décadas apoya la existencia de una relacion
bidireccional entre el sueno y las enfermedades neurodegenerativas. La edad, principal
factor de riesgo bioldgico para las enfermedades neurodegenerativas esporadicas,también
se asocia a cambios sustanciales en la arquitectura del sueno, caracterizados por mayor
fragmentacidn del descanso nocturno y reduccion progresiva del sueno profundo (N3) y
del sueno REM (116,117). Se ha visto que estas alteraciones,y en particular la reduccion
del sueno de ondas lentas y la fragmentacion del descanso nocturno, pueden contribuir
al desarrollo y progresion de la EA al interferir con los mecanismos de produccion y

eliminacion de proteinas patoldgicas (118-123).

Adicionalmente, los eventos respiratorios durante el sueno, particularmente las apneas
obstructivas del sueno (AOS), son altamente prevalentes en el envejecimiento y en las
enfermedades neurodegenerativas. La AOS se caracteriza por episodios repetidos de
obstruccion parcial o completa de la via aérea superior que inducen hipoxia intermitente,
fragmentacién del sueno y oscilaciones en la presion intratoracica. Estas alteraciones
se asocian con somnolencia diurna excesiva, mayor riesgo cardiovascular, activacién
inflamatoria sistémica y deterioro del rendimiento cognitivo (124,125). De forma
consistente, la AOS se ha asociado con un mayor riesgo de EA, posiblemente debido a
que la fragmentacion del sueno y la hipoxia intermitente que alteran los mecanismos
de depuracion cerebral y favorece la acumulacion de p-amiloide y tau, acelerando la
fisiopatologia de la enfermedad (123,125-127).

Por otro lado,la propia patologia de la EA puede alterar secundariamente la arquitectura del
sueno. EL depdsito progresivo de f-amiloide y tau en regiones implicadas en la regulacién
del sueno puede favorecer la fragmentacion del sueno y la pérdida de sueno de ondas
lentas, cambios que se han asociado con un peor rendimiento cognitivo, una mayor carga

de sintomas neuropsiquiatricos y un deterioro funcional mas acentuado (128-130).

Mas alla de los mecanismos de produccion y aclaramiento de proteinas patologicas, la
neuroinflamacion emerge como un posible mediador clave en la relacion bidireccional
entre el sueno y la EA. Diversos estudios sugieren que la disrupcién crénica del sueno
puede inducir la activacion astrocitaria y favorecer un entorno proinflamatorio cerebral,

con potencial impacto sobre la homeostasis sinaptica y la progresion neurodegenerativa
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(131-133). En este sentido, se han descrito concentraciones elevadas de GFAP en suero
de individuos con insomnio cronico, correlacionando con su gravedad, sugiriendo que la
alteracion persistente del sueno puede asociarse a una mayor reactividad astrocitaria
(134). De forma complementaria, concentraciones aumentadas de YKL-40 en LCR se han
relacionado con una peor calidad del sueno tanto en personas con EA como en individuos
CN, apoyando la existencia de un vinculo entre activacion glial,inflamacién y arquitectura
del sueno (17,112,131).

1.4.4.Sindrome de Down como paradigma bioldgico para explorar la interaccion
entre sueno y enfermedad de Alzheimer
En el SD, las alteraciones del sueno son notablemente mas frecuentes que en la poblacion
general y estan presentes a lo largo de todo el ciclo vital. Desde la infancia, se describen
dificultades para conciliar y mantener sueno, despertares nocturnos frecuentes y otros
trastornos conductuales, asi como una mayor prevalencia de parasomnias y movimientos
anormales durante el sueno. Estas alteraciones suelen persistir en la edad adulta,
contribuyendo a una marcada fragmentacion del descanso y a la reduccion sostenida de
la calidad del sueno, con un impacto negativo sobre la salud general y la calidad de vida
(135). Adicionalmente, la AOS es particularmente prevalente en el SD, se estiman que
entre el 65% y el 100% de adultos la presentan y, con frecuencia, en formas de mayor
gravedad. Estos hallazgos probablemente se relacionan con caracteristicas anatémicas y

funcionales propias del sindrome (135).

La concurrencia de una elevada carga de trastorno del sueno con la aparicién precoz
y evolucién casi universal hacia la EA convierte al SD en un referente para estudiar la
interaccion entre el sueno, la neuroinflamacion y el proceso neurodegenerativo. Al
mismo tiempo, la alta prevalencia de alteraciones del sueno confiere a esta poblacién de
especial interés clinico, ya que intervenciones dirigidas a mejorar el sueno podria tener
impacto significativo tanto en la salud general como en la evolucion de los procesos

neurodegenerativos asociados.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

A pesar de los avances recientes en el estudio de los biomarcadores de origen
astrocitario y su relacion con los trastornos neurodegenerativos, persisten diversos
vacios de conocimiento que limitan su aplicacion clinica y su integracion en modelos
fisiopatolégicos mas amplios.En parte,estas lagunas reflejan que,aunque la incorporacion
de biomarcadores ha permitido una definicion mas precisa del estado bioldgico de
los individuos, esta aproximacion no se ha integrado de manera sistematica en la
estratificacion de los grupos de estudio, condicion necesaria para interpretar de manera

mecanistica las asociaciones observadas entre distintos procesos patolégicos implicados.

En primer lugar,existe evidencia limitada sobre los perfiles diferenciales de biomarcadores
plasmaticos en enfermedades neurodegenerativas distintas de la EA que presentan
fenotipos clinicos superpuestos. La mayor parte de las investigaciones se han centrado
en la EA, mientras que el comportamiento de GFAP y NfL en los S-DLFT requiere una
caracterizacion mas exhaustiva. Aunque se ha descrito que ambos biomarcadores
se encuentran elevados en pacientes con S-DLFT, su valor diagnostico y prondstico
diferencial frente a la EAy frente a individuos cognitivamente sanos es heterogéneo, lo
que sugiere que el rendimiento diagnostico de estos marcadores por separado podria
depender de las caracteristicas de la cohorte estudiada, incluyendo la variabilidad
clinica y neuropatolégica propia de la S-DLFT, asi como del estadio de la enfermedad
(24,100,136). Sumando a esto, la evidencia disponible sobre el valor anadido de su
combinacion para reducir dicha variabilidad y mejorar su utilidad diagndstica es todavia
limitada, a pesar de su plausibilidad tedrica. La predominancia de disenos transversales
restringe ademas la interpretacion de su valor prondstico,y el papel del GFAP plasmatico
como predictor de progresion clinica en S-DLFT permanece insuficientemente validado

en estudios longitudinales e independientes (25,102,137).

En segundo lugar,aunque la reactividad astrocitaria y los trastornos de sueno se reconocen
como fendmenos tempranos en la fisiopatologia de la EA, la interaccién especifica entre los
biomarcadores de origen astrocitario y la arquitectura del sueno, asi como su contribucion
a la progresion de la enfermedad, continda insuficientemente caracterizada. Ademas, una
parte relevante de la evidencia disponible se basa en cohortes definidas exclusivamente

por criterios clinicos, sin confirmacidn bioldgica, lo que puede dificultar la interpretacion
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de estas asociaciones en fases preclinicas (124,138). Resulta dificil determinar si la
elevacion de biomarcadores de origen astrocitario representa un epifendmeno derivado
de la patologia Alzheimer o si,por el contrario, refleja un mayor grado de neuroinflamacién
asociado a trastorno del sueno. En este sentido, resulta especialmente relevante analizar
estas asociaciones en individuos CN y sin evidencia bioldgica de EA,con el fin de identificar

correlaciones tempranas y establecer un marco fisioldgico de referencia.

Por ultimo, la caracterizacion sistematica de la arquitectura del sueno a lo largo del
continuo bioldgico sigue siendo limitada. Si bien la relacién bidireccional entre sueno y
progresion de la enfermedad esta ampliamente aceptada, los estudios que han explorado
distintos estadios clinicos sugieren que las alteraciones de la arquitectura del sueno varia
segun el estadio y se asocian tanto con biomarcadores centrales como con el rendimiento
cognitivo, lo que apunta a una evolucion dinamica vinculada a la progresion patolégica
(139). Sin embargo, los cambios en los patrones del sueno a lo largo del continuo de
las enfermedades neurodegenerativas han sido escasamente caracterizados de forma
sistematica. Dado que esta relacion es probablemente dinamica y no lineal, resulta
fundamental comprender como varian los patrones de sueno segun el estadio para

interpretar adecuadamente su asociacion con biomarcadores y con la evolucion clinica.
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3. HIPOTESIS

3.1. Hipotesis general

La hipédtesis general de esta tesis es que la integracion de biomarcadores de origen
astrocitario y parametros objetivos del sueno permite una caracterizacion biologica in vivo
mas precisa de las enfermedades neurodegenerativas, mejoran la capacidad diagndsticay

pronostica y favorece a una comprensién mas integrada de los mecanismos subyacentes.

Sobre la base de esta hipotesis general, se plantean las siguientes hipdtesis especificas,

formuladas para ser contrastadas en los distintos estudios que componen esta tesis.

3.2. Hipotesis especificas

1) Los niveles plasmaticos de GFAP y NfL, de forma individual o combinada, pueden
mostrar perfiles diferenciales que permitan discriminar a los pacientes con DFT de
individuos CN y de pacientes con EA,y podrian tener valor pronostico en la prediccién

de la progresion clinica.

2) Las asociaciones entre los patrones objetivos de sueno y los biomarcadores de
activacion astrocitaria pueden ser detectables en individuos CN y podrian estar

moduladas por factores de riesgo como la edad y la presencia de APOE &4.

3) Enadultos con SD,la progresion de la EA puede asociarse con un deterioro progresivo
de la arquitectura del sueno, objetivable mediante polisomnografia, que podria ser

mas acusado en las fases clinicas avanzadas de la enfermedad.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo principal

El objetivo general de esta tesis consiste en profundizar en el papel de los biomarcadores
de origen astrocitario, en combinacién con otros marcadores y con medidas objetivas
del sueno, en la caracterizacion diagndstica y prondstica de las enfermedades

neurodegenerativas, asi como en el estudio in vivo de sus mecanismos fisiopatoldgicos.

Para dar respuesta a esta hipotesis, la presente tesis se estructura en tres estudios con
objetivos especificos complementarios, que abordan de forma progresiva el papel de
los biomarcadores de origen astrocitario y del sueno en distintos contextos clinicos y

biologicos.

4.2. Objetivos secundarios

Objetivo 1. Determinar la utilidad de biomarcadores plasmaticos como GFAP, NfL o su
combinacion para diferenciar pacientes con DFT de aquellos con EA y de individuos CN.
Como objetivo secundario, analizar la asociacion entre los niveles plasmaticos de GFAPy
la progresion de la DFT y EA, evaluada mediante parametros clinicos, biomarcadores en

fluido y medidas de neuroimagen estructural.

Objetivo 2. Caracterizar la relacidén entre los parametros objetivos del sueno, medidos
mediante polisomnografia nocturna, y las concentraciones de biomarcadores de origen
astrocitario (GFAP e YKL-40 en LCR y GFAP en plasma), dano axonal (NfL en plasma) y
biomarcadores centrales de la EA (Ap42,AB40, p-taul81, t-tau en LCR) en adultos CN, asi
como explorar si estas asociaciones se encuentran moduladas por la edad, el sexo o la

presencia del alelo APOE &4.

Objetivo 3. Evaluar la prevalencia y las caracteristicas de los trastornos del sueno en
adultos con SD mediante métodos subjetivos y objetivos y caracterizar la evolucion de los

parametros de sueno a lo largo del continuo clinico de la EA.
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5.1. Articulo 1

Proteina glial fibrilar dcida y neurofilamento de cadena ligera en plasma para la evaluacion

diagnostica y prondstica de la demencia frontotemporal

Zhu N, Santos-Santos M, Illan-Gala |, Montal V, Estellés T, Barroeta I, Altuna M, Arranz J,
Munoz L, Belbin O, Sala I, Sanchez-Saudinés MB, Subirana A,Videla L, Pegueroles J, Blesa
R, Clarimdn J, Carmona-Iragui M, Fortea J, Lled A, Alcolea D. Plasma glial fibrillary acidic
protein and neurofilament light chain for the diagnostic and prognostic evaluation of

frontotemporal dementia. Transl Neurodegener. 10;10(1):50.
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Abstract

Background Astrocytes play an essential role in neuroinflammation and are involved in the pathogenesis of neuro-
denegerative diseases. Studies of glial fibrillary acidic protein (GFAP), an astrocytic damage marker, may help advance
our understanding of different neurodegenerative diseases. In this study, we investigated the diagnostic performance
of plasma GFAP (pGFAP), plasma neurofilament light chain (pNfL) and their combination for frontotemporal dementia
(FTD) and Alzheimer’s disease (AD) and their clinical utility in predicting disease progression.

Methods pGFAP and pNfL concentrations were measured in 72 FTD, 56 AD and 83 cognitively normal (CN) par-
ticipants using the Single Molecule Array technology. Of the 211 participants, 199 underwent cerebrospinal (CSF)
analysis and 122 had magnetic resonance imaging. We compared cross-sectional biomarker levels between groups,
studied their diagnostic performance and assessed correlation between CSF biomarkers, cognitive performance and
cortical thickness. The prognostic performance was investigated, analyzing cognitive decline through group com-
parisons by tertile.

Results Unlike pNfL, which was increased similarly in both clinical groups, pGFAP was increased in FTD but lower
than in AD (all P<0.01). Combination of both plasma markers improved the diagnostic performance to discriminate
FTD from AD (area under the curve [AUC]: combination 0.78; pGFAP 0.7, pNfL 0.61, all P<0.05). In FTD, pGFAP corre-
lated with cognition, CSF and plasma NfL, and cortical thickness (all P<0.05). The higher tertile of pGFAP was associ-
ated with greater change in MMSE score and poor cognitive outcome during follow-up both in FTD (1.40 points
annually, hazard ratio [HR] 3.82, P<0.005) and in AD (1.20 points annually, HR 2.26, P <0.005).

Conclusions pGFAP and pNfL levels differ in FTD and AD, and their combination is useful for distinguishing between
the two diseases. pGFAP could also be used to track disease severity and predict greater cognitive decline during
follow-up in patients with FTD.
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Introduction

Frontotemporal dementia (FTD) is a progressive neuro-
degenerative condition characterized by clinical, genetic
and neuropathologic heterogeneity. The clinical mani-
festation of FTD may overlap with psychiatric or other
neurodegenerative disorders, such as Alzheimer’s disease
(AD). Diagnosis is thus a clinical challenge.

In the past two decades, many efforts have been made
to find imaging or fluid biomarkers for FID [1-6]. In
spite of the notable advances, we still do not have patho-
physiological markers of FTD to be used in clinical
practice. Recently, some studies have shown that the con-
centrations of neurofilament light chain (NfL), a marker
of axonal damage, are increased in the cerebrospinal fluid
(CSF) and blood of FTD patients [6]. Moreover, their lev-
els can reflect disease severity and predict clinical pro-
gression [1-6]. However, NfL is not specific for FTD and
can be increased in other neurodegenerative diseases,
such as AD and Lewy body dementia [6]. There is a con-
siderable overlap of NfL level between different condi-
tions [1-6].

Neuroinflammation and neurodegeneration are
highly interrelated processes in neurological diseases
[7]. Increased levels of astrogliosis marker glial fibril-
lary acidic protein (GFAP) in CSF and plasma, have
been described in different neurodegenerative diseases
[8-19, 20, 23-27]. In AD, recent studies showed that the
plasma GFAP (pGFAP) levels are associated with amy-
loid pathology [15-18]. Furthermore, some studies have
suggested that GFAP could be a marker of disease sever-
ity [8—-22] and be a prognostic marker for progression to
AD dementia in cognitively normal older adults [15-22].
Likewise, other studies have reported increased CSF
GFAP and pGFAP concentrations in FID, even though
the results are not consistent across studies [10, 12, 13,
23-27]. Although previous studies did not detect changes
of blood GFAP level in FTD [10, 12, 13], some studies
have observed elevated pGFAP in all different FTD sub-
groups [24,25, 26]. Higher pGFAP concentrations have
been associated with greater functional impairment and
disease severity in two studies [13, 25], but the role of
pGFAP in predicting disease progression of FTD and its
potential use for diagnosis, either alone or in combina-
tion with other biomarkers, remain unclear.

In this study, our primary research aim was to deter-
mine the potential use of pGFAP, pNfL or their combi-
nation to distinguish patients with FTD from AD and
from cognitively normal participants (CN), and to study
their association with disease progression in FTD. The
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secondary aim was to study the correlation of pGFAP
with cognition, other biomarkers, and structural meas-
ures in neuroimaging.

Methods

Study participants and classification

We collected clinical and biomarker information of 211
participants with available plasma samples from the Sant
Pau Initiative on Neurodegeneration (SPIN) cohort, a
multimodal biomarker platform for the study of neurode-
generative diseases [28]. The participants were classified
into the following clinical groups according to the inter-
nationally accepted diagnostic criteria: 72 patients with
probable FTD-related clinical syndromes: 33 patients
with behavioral variant of frontotemporal dementia
(bvFTD) [29], 7 semantic variant of primary progressive
aphasia (svPPA) [30], 14 nonfluent variant of primary
progressive aphasia (nfvPPA) [30] and 18 progressive
supranuclear palsy-corticobasal syndrome spectrum
(PSP-CBD) [31, 32]. CSF AD biomarkers and/or amyloid
PET were taken into account during the diagnostic classi-
fication of FTD patients, and those with positive AD bio-
markers were excluded from this group. We also included
56 AD patients with evidence of AD pathophysiology
[33] either through CSF biomarkers (n=>51) or amyloid-
PET (n=5), and 83 CN that had normal CSF values of
AB,,/AB,, and pTaul8l, and neuropsychological evalua-
tion within normal range [28].

Plasma availability was the prerequisite to include the
participants in this study. CSF samples were available
from 199 participants (94%). A subset of 122 participants
(58%) underwent 3 Tesla structural brain MRI. APOE
genotype was available in 203 participants (96%), and 202
participants (96%) were longitudinally followed up and
underwent a comprehensive evaluation. All participants
had a Mini-Mental State Examination (MMSE) score
and a Global Deterioration Scale of Reisberg score at the
time of diagnosis, and repeated measures of MMSE were
obtained during the follow-up. In a subset of 45 FTD
patients, Frontotemporal Dementia Rating Scale (FTD-
FRS) was available at the time of diagnosis.

Blood and CSF sample analysis

Blood samples were collected in 10-ml EDTA tubes and
immediately transferred to our laboratory where they
were centrifuged and aliquoted within 2 h after collec-
tion. CSF samples were collected on the same day of
blood extraction and processed in polypropylene tubes
following international recommendations [33]. All
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samples were processed and aliquoted within the first
two hours after lumbar puncture. The plasma and CSF
aliquots were stored at—80 °C until analysis. pGFAP
and pNfL concentrations were measured using the SR-X
single molecule array. CSF AD core biomarkers (Ap42,
AB40, tTau and pTaul8l) were measured in the fully-
automated platform Lumipulse (Fujirebio-Europe), and
levels of CSF NfL (Uman Diagnostics) and CSF YKL-40
(MicroVue ™, Quidel) were measured by ELISA according
to previously reported methods [7, 33]. All samples and
calibration curves were measured in duplicate. Intra- and
inter-assay coefficients of variations were 5.3% and 9.6%,
respectively. The pre-analytical processing protocol for
blood and CSF in the SPIN cohort has been described in
detail [28, 29].

Statistical analysis

Chi-square test was used to compare sex and APOE &4
genotype frequency between the groups. Continuous
variables are expressed as means and standard devia-
tion. Distributions of demographic and biomarker data
were assessed using Shapiro—Wilk’s test and homogene-
ity of variances was checked by Levene’s test. Biomarker
raw values not following a normal distribution were log-
transformed to achieve a normal distribution. Age- and
sex-adjusted analysis of covariance (ANCOVA) followed
by post-hoc Tukey’s test was used to compare the pGFAP
and pNfL levels between groups. The potential use of
pGFAP, pNfL or their combination to distinguish patients
with FTD from AD and CN was assessed through areas
under the curve (AUC) by receiver operating character-
istic (ROC) analyses. ROC curves were compared using
DeLong’s test. To study the association of pGFAP with
disease progression, we divided participants in 3 tertile
groups according to their pGFAP levels. A linear-mixed
model was used to assess the association of pGFAP with
cognitive decline during the follow-up. We included age,
sex, MMSE score at the time of diagnosis, pGFAP tertile
and its interaction with time as fixed factors, and mod-
eled random intercepts and slopes at the participant
level to account for repeated measures. Multivariate Cox
regression analysis adjusting for sex and baseline age and
Kaplan Meier curves were performed to analyze the pre-
dictive value of pGFAP for significant cognitive impair-
ment (MMSE score <20). To investigate the relationship
of pGFAP level with demographics, cognitive scores, CSF
biomarkers and pNfL level, Spearman’s correlations were
assessed. Cortical thickness was computed with Free-
surfer software (version 5.1) [35] (https://surfer.nmr.mgh.
harvard.edu/fswiki), and its correlation with pGFAP was
assessed using the general linear model, including age
and sex as fixed factors.
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Statistical significance for all tests was set at 5%
(P=0.05) and corrected for multiple comparisons. All
statistical analyses were performed using packages
“psych” (v. 2.0.8), “ggplot2” (v. 3.3.3), “pROC” (v. 1.16.2),
“ImerTest” (v. 3.1-3), “nlme” (v. 3.1-148), “multcomp” (v.
1.4-13), “survival” (v. 3.2-11) and “survminer” (v. 0.4.9)
as implemented in R statistical software version R 4.0.2
(http://www.R-project.org).

Results

Demographics and clinical data

Table 1 shows the demographics and clinical data, CSF
and plasma biomarker levels in the FTD, AD and CN
groups. Controls were significantly younger than symp-
tomatic patients, but there was no difference in age
between the symptomatic groups. Controls had more
years of education than the symptomatic groups, and
there were no differences in sex between the groups.
APOEe4 genotype was more frequent in the AD group.
Both baseline and last MMSE scores were lower in the
disease groups compared with the control group. Within
the FTD subgroups, the baseline and last MMSE scores
were lower in svPPA compared to other subgroups. The
mean follow-up period was 3.4 (+2.3) years in FTD, 3.9
(£2) in AD and 4 (£ 1.7) in CN. The follow-up period did
not differ between the groups.

Age correlated with the pGFAP level (Rho=0.35,
P<0.001) in the control group, but not with the pNfL
level. No difference in pGFAP level was found between
male and female participants. pNfL levels were higher in
males in the whole sample (P=0.05) and in the AD group
(P=0.04), but not in the CN or the FTD group.

Plasma GFAP and NfL concentrations differ between FTD
and AD

After adjusting for age and sex, pGFAP and pNfL lev-
els differed between FTD and AD patients (Fig. 1).
The level of pGFAP was higher in patients with FTD
(234.9+141.9 pg/ml) than in CN (134.3+45.4 pg/ml,
P=0.0008) but lower than in AD (319.8+135.1 pg/ml,
P<0.001). Within the FTD subgroups, the pGFAP level
was significantly higher in svPPA and PSP-CBD com-
pared with controls (P=0.03), and significantly lower in
bvFTD than in AD (P<0.001) (Fig. 1a, b).

As expected, the pNfL levels were higher in both FTD
(37.6£42.3 pg/ml, P<0.001) and AD (26.5+13.3 pg/ml,
P=0.004) groups compared to CN (18+20.2 pg/ml).
The pNfL levels were increased in all FTD subgroups
(P<0.05) compared to CN, except in svPPA, which
showed a similar trend as other FTD subgroups but did
not reach statistical significance (Fig. 1c, d).
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Table 1 Demographics and clinical characteristics, CSF and plasma biomarker concentrations in CN, FTD and AD groups
CN FTD AD
bvFTD nfvPPA svPPA PSP-CBD AIlFTD

n 83 33 14 7 18 72 56
Age, years 58 (8.5)°¢ 683 (10.6)° 72.8 (5.6)° 731 (11.1)° 729 (5.4)° 70.8 (8.9)° 70.8 (7.2)°
Sex

Female 49 10 9 4 11 34 31

Male 34 23 5 3 7 38 25
APOE €4 status

€4+ 23¢ 3¢ 3¢ 2¢ 2¢ 10 27bd-9

e4— 57° 29° 11¢ 5¢ 14¢ 59¢ 27%bd=9
Follow up time, years 3.9 (1.7) 4.1(2.5) 3.1(2.3) 48(1.7) 19(1) 34(23) 4(2)
Education, years 154 (4.1)P—9 129 (5.6)° 13.3 (4.9)° 14.8 (5.2)° 113 3.7)° 12.7 (5)° 104 (4.7)°
Baseline MMSE score  29.2 (1)°~9 25.1 (4.2)*F 24.1 (6.8)* 165 (122729 226 (6.3 235 (6.5)° 23.7 (3.8)°
Last MMSE score 293 (1)°9 16.6 (10)* 14(12.2)* 04 (099 116(124)° 133 (114)° 15.5(9.5)°
PGFAP, pg/ml 1343 (45.4)°79=9 1931 (100.1)° 2246 (77.2) 159.3 (279.1)° 271.2(148.2)° 234.9 (141.9)*° 319.8 (135.1)*¢
pNfL, pg/ml 18 (20.2)P¢9 419 (60.1)° 349 (17.2) 31.3(14.5) 343(18.1)° 376 (423)° 26.5(13.3)°
CSF NfL, pg/ml 494.8 (2743)““’9 1436.3 (930.6)° 19445 (1146.7) 23946 (637.8)* 17393 (1607.3)* 1654.1 (1187.6)* 12864 (1 W369)“"b’f
CSF YKL-40, ng/ml 190.3 (49.4)°¢ 265.8 (64.7)° 274.84 (61)° 311.8(37.1)° 262.3(79.3) 268.2 (63.7)° 2873 (68.1)°
CSF AR42/AR40 0.099 (0.016)° 0.098 (0.015)°  0.092 (0.012)¢  0.103 (0.0002)¢  0.095 (0.012) 0.097 (0.013)° 0.046 (0.0099)*P4-9
CSF tTay, pg/ml 264 (103.9) 3889 (1823)° 2754 (1445 367.5(0.7) 276.1 (122.7)° 3327 (162)° 774.2 (390.8)*P 49
CSF pTau, pg/ml 39.8(17.8)° 457 (16.1) 428(21.9)° 47.2(10) 339 (15)° 421 (16.4)° 121.2 (71)2Pdfg

MMSE, Mini-Mental State Examination; pGFAP, plasma glial fibrillary acidic protein; pNfL, plasma neurofilament light chain; CN, cognitivelly normal participants; FTD,
Frontotemporal dementia; AD, Alzheimer disease; bvFTD, behavioral variant of frontotemporal dementia; nfvPPA, nonfluent variant of primary progressive aphasia;

svPPA, semantic variante of primary progressive aphasia; PSP-CBD, progressive supranuclear palsy-corticobasal syndrome spectrum

@ Different from Control (P<0.05)

® Different from FTD (P<0.05)

¢ Different from AD (P <0.05)

d Different from bvFTD (P<0.05)

¢ Different from fnvPPA (P<0.05)

f Different from svPPA (P <0.05)

9 Different from PSP-CBD (P < 0.05). Data are shown as mean (standard deviation)

Diagnostic accuracy of plasma biomarkers and their
combination to differentiate between FTD, AD and CN

We next explored the diagnostic performance of
pGFAP, pNfL and their combination using logistic
regression to discriminate across the different groups.
The basic model included age, sex and APOEe4 allele
status. The diagnostic performance of this basic model
was then compared with a panel including the variables
in the basic model together with pGFAP and pNfL.
ROC curve analysis (Fig. 2) showed that the combina-
tion of pGFAP and pNfL had higher accuracy than the
two plasma markers separately in differentiating FTD
from AD (combination: AUC 0.78 [95%CI 0.70-0.86];
pGFAP: AUC 0.7 [95%CI 0.61-0.71]; pNfL: AUC 0.61
[95%CI 0.51-0.71], P=0.04 and P=0.002, respec-
tively) and for the discrimination between FTD and CN
(combination: AUC 0.82 [95%CI 0.75-0.89]; pGFAP:
AUC 0.76 [95%CI 0.68—-0.84]; pNfL: AUC 0.81 [95%CI
0.74-0.88], P=0.02 and P=0.51, respectively). None
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of the two plasma markers, individually or in combi-
nation, showed higher accuracy than the basic model.
However, the addition of pGFAP and pNfL to the basic
model (panel model) led to better diagnostic perfor-
mance than the basic model both in differentiating FTD
from AD (AUC 0.83 [95%CI 0.75-0.9] vs AUC 0.69
[95%CI 0.6—-0.79], P=0.003) and AD from CN (AUC
0.96 [95%CI 0.93-1] vs AUC 0.89 [95%CI 0.83-0.95],
P=0.0007). For differentiation of FTD from CN, the
panel showed highest AUC compared to other meth-
ods (all P<0.05), but not compared to the basic model
(AUC 0.88 [95%CI 0.83-0.94] vs AUC 0.87 [95%CI
0.81-0.93], P=0.08).

Taking into account that pGFAP increases with age, we
repeated the same analyses in an age-matched subgroup.
In this new comparison, similar results were observed
except in the comparison between FTD and CN, in
which both pNfL and the combination showed higher
diagnostic performance compared to this basic model
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Fig. 1 Comparison of pGFAP and pNfL in different groups. a pGFAP in the FTD, AD and cognitively normal groups; b pGFAP concentration in all
FTD subgroups, AD and cognitively normal groups; € pNfL concentration in the FTD, AD and cognitively normal groups; d pNfL concentration in
all FTD subgroups, AD and cognitively normal groups. *P<0.05, **P<0.01, ***P < 0.001. pGFAP, plasma glial fibrillary acidic protein; pNfL, plasma
neurofilament light chain; CN, cognitively normal participants; FTD, frontotemporal dementia; AD, Alzheimer’s disease

(Combination: AUC 0.8 [95%CI 0.7-0.9]; pNfL: AUC 0.8
[95%CI 0.7-0.9]; Basic model: AUC 0.59 [95%CI 0.47-
0.72], P=0.05 and P=0.005) (Additional file 1).

PGFAP correlated with other fluid biomarkers, cognitive
and functional scores and neuroimaging

In the whole sample, pGFAP level correlated with pNfL
(Rho=0.53, P<0.001), CSF NfL (Rho=0.52, P<0.001)
and CSF YKL-40 levels (Rho=0.49, P<0.001) after
adjusting for age and sex. To avoid group effects on the
correlation assessment, we studied correlations of these
biomarkers within groups. The pGFAP level correlated
with plasma and CSF NfL in FTD (Rho=0.49, P<0.001;
Rho=0.32, P<0.02) and in CN (Rho=0.4, P<0.001;
Rho=0.3, P=0.016), but not with CSF YKL-40. By con-
trast, in the AD group, pGFAP level correlated with pNfL
level only (Rho=0.35, P=0.007) (Fig. 3a—c).

The pGFAP level was significantly correlated with AD-
specific CSF biomarkers, such as the AB42/AB40 ratio,
amyloid-PET centiloid, total tau and phosphorylated tau
in the whole sample, but these correlations were not sig-
nificant within diagnostic subgroups (Additional file 2).

After adjusting for age and sex, pGFAP was also signifi-
cantly associated with the baseline MMSE scores in the
whole sample (Rho= —0.58, P<0.001) and in the FTD
group (Rho= —0.33, P=0.005), but not in the AD or the
CN group (Fig. 3d). In the FTD group, after adjusting for
age, higher pGFAP concentrations were associated with
lower FTD-FRS scores (r= — 0.28, P=0.046, Fig. 3e).

We assessed the correlation between pGFAP and corti-
cal thickness in a subset of 122 participants (29 FTD, 25
AD and 68 CN) with structural MRI suitable for quanti-
tative analyses. After adjusting for age, sex and neuroim-
aging acquisition center, vertex-wise regression analysis
showed a significant association between pGFAP and
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Fig. 2 Receiver operating characteristic curves (ROC) of pGFAP, plasma neurofilament light chain, their combination, a basic model with risk
factors (age, sex and APOE), and a combination of plasma biomarkers with additional risk factors to discriminate FTD from AD (a), FTD from normal
cognitively normal (b), and AD from cognitively normal (c). AUC, area under the curve; pGFAP, plasma glial fibrillary acidic protein; pNfL, plasma
neurofilament light chain; CN, cognitively normal participants; FTD, frontotemporal dementia; AD, Alzheimer’s disease

cortical thickness in the orbitofrontal and occipital pole
regions (Fig. 3f, P<0.05) in the FTD group. In the AD and
the CN groups, no correlation between pGFAP concen-
tration and cortical thickness was found (not shown).

Baseline pGFAP level predicts cognitive decline

To investigate the prognostic performance of pGFAP
levels, we divided pGFAP levels in tertiles within
each symptomatic group: low (<154 pg/ml in FTD
and <228 pg/ml in AD), medium (154—240 pg/ml in FTD
and 228-366 pg/ml in AD) and high (>240 pg/ml in FTD
and > 366 pg/ml in AD).

Linear-mixed model analysis was used to assess the
relationship between the baseline pGFAP level and cog-
nitive decline measured by changes in MMSE score
during follow-up. After adjusting for age, sex and base-
line MMSE score, patients in the highest pGFAP tertile
showed a greater change in MMSE score compared to
those in the lowest tertile in both FTD (mean loss of 1.40
points annually, P=0.003) and AD (mean loss of 1.20
points annually, P<0.001) (Fig. 4a, b).

Kaplan Meier curves (Fig. 5) and Cox regression analy-
ses including baseline age and sex as covariates were used
to assess progression to moderate cognitive impairment
(MMSE score <20). Compared to the lowest tertile, the
highest tertile of pGFAP was associated with increased
risk of poor cognitive outcome both in FTD and in AD
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(1.40 points annually, HR=3.82 in FID; 1.20 points
annually, HR=2.26 in AD, both P<0.001).

Discussion

In this study, we found that pGFAP was increased in
FTD, and that its level differs from that in AD patients.
pGFAP also correlated with neuronal damage biomark-
ers, cognitive and functional scores and structural imag-
ing measures in FTD. Importantly, a higher pGFAP level
was associated with a greater change in MMSE score
during follow-up and predicted progression to moderate
cognitive impairment in FTD. Our findings suggest that
pGFAP could be a useful marker of disease severity and
for prognostic assessment in FTD, in addition to its role
in AD.

Emerging evidence suggests that astrocytes play an
essential role in neuroinflammation and are involved in
the pathophysiology of several neurological diseases [34,
36, 38]. Biomarkers that track astrocyte biology, such as
GFAP, have been investigated over the past few years in
neurodegenerative diseases. In AD, previous studies have
shown that reactive astrocytes are closely associated
with senile plaques and neurofibrillary tangles [37-39].
Elevated concentrations of GFAP in CSF and blood have
been observed in AD, and it has been reported that its
levels correlate with disease severity [8—16, 19]. Recent
studies have shown that the elevated CSF and plasma
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Fig. 3 Correlation of pGFAP with plasma and CSF neurofilament light chain (a, b), CSF YLK-40 (c), and baseline MMSE score (d) in FTD, AD and
cognitively normal participants. Correlation of pGFAP with baseline FTD-FRS score (e) and cortical thickness in FTD (f, n=29). Blue regions in f
represent a direct correlation. For illustrative purposes, a scatterplot shows the individual log(pGFAP) and the value of cortical thickness in the
corresponding cortical region (marked with an asterisk) (f). P-value 1072 =0.05. All correlation analyses were adjusted by age and sex. pGFAP,
plasma glial fibrillary acidic protein; pNfL, plasma neurofilament light chain; CN, cognitively normal participants; FTD, frontotemporal dementia; AD,

Alzheimer's disease

GFAP are associated with amyloid pathology, also in cog-
nitively unimpaired subjects [15-20]. In addition, astro-
gliosis is also recognized in FTD. Astrogliosis is mainly
confined to concrete regions such as the frontal cortex
and the hippocampus [40, 41]. Interestingly, increased
CSF and plasma GFAP levels have been reported in both
sporadic and genetic FTD cohorts [10-12, 14, 23]. These
findings suggest that pGFAP may be a valuable tool in
FTD diagnosis. According to this hypothesis, various

studies have observed elevated pGFAP concentration in
different FTD subgroups and both in presenile and late-
onset bvFTD cases [24, 25, 27]. In addition, one study
in genetic FTDs found increased pGFAP concentration
in progranulin-associated symptomatic FTD patients
[23]. Here we report an increased pGFAP level in FTD
patients, which was, however, lower than that of AD.
Our results are in line with previous reports of higher
concentrations of pGFAP in AD compared to non-AD
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Fig. 4 Relationship between the baseline tertile of pGFAP and longitudinal changes of cognitive score (MMSE score) in FTD (a) and AD (b).
Cognitive changes were estimated through linear mixed effects regression models adjusted for age and baseline MMSE score. Red lines show the
lowest tertile (below 154 pg/mlin FTD and below 228 pg/ml in AD), green lines show the medium tertile (154-240 pg/ml in FTD and 226-366 pg/
mlin AD), and blue lines show the highest tertile of pGFAP level (above 240 pg/mlin FTD and above 366 pg/ml in AD). Shaded areas indicate the
95% confidence interval for predicted cognitive scores. pGFAP, plasma glial fibrillary acidic protein; pNfL, plasma neurofilament light; CN, cognitivelly

normal participants; FTD, frontotemporal dementia; AD, Alzheimer’s disease
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medium or high baseline pGFAP level. Red lines show the lowest tertile (below 154 pg/mlin FTD and below 228 pg/ml in AD), green lines show

medium tertile (154-240 pg/mlin FTD and 226-366 pg/mlin AD), and blue lines show the highest tertile of biomarker concentrations (above

240 pg/ml in FTD and above 366 pg/mlin AD). In FTD, the median time of progression to significant cognitive impairment was 3.4 (0.8-7.0) years in
the medium-tertile pGFAP group and 1.1 (0-2.3) years in the high-tertile pGFAP group (Log-rank test, P < 0.0001). pGFAP, plasma glial fibrillary acidic

protein; FTD, frontotemporal dementia; AD, Alzheimer's disease

dementias [13, 18]. However, other studies found no dif- composition: some studies included different types of
ferences between groups [20, 24]. These discrepancies dementias in the non-AD dementia group and little was
could be explained by the heterogeneity of the patient known about the function of pGFAP in such contexts,
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such as vascular dementia or dementia with Lewy bodies.
Our results support previous clinical-pathological find-
ings that in FTD, astrocytic activation is at a lower extent
and is more confined to specific brain regions than that
in AD [40, 41]. On the other hand, the increase in pNfL,
a marker of axonal damage, suggests a similar degree of
neurodegeneration in FTD compared to AD. One pos-
sible explanation for the differences in pGFAP levels but
not in pNfL between FTD and AD is that FTD and AD
are characterized by different neuroinflammatory pat-
terns, with different degrees of astroglial activation in dif-
ferent subpopulations but leading to a similar degree of
neuronal degeneration. Similar to a previous study [24],
we found that the pGFAP level tended to be different
across the subtypes of the FTD spectrum, being signifi-
cantly higher in svFTD and PSP-CBD compared to CN.
This finding could indicate differences in the degree of
astrocytic degeneration in different clinical phenotypes
[23].

The current study showed that pGFAP had an accept-
able performance to discriminate FTD from AD
(AUC=0.7) and CN (AUC=0.76). These accuracies
were somewhat lower than the values reported in two
recent studies using pGFAP to identify bvFTD from AD
(AUC=0.85) and frontotemporal lobar degeneration
(FTLD) from primary psychiatric disorders (AUC =0.82)
[13, 27]. These discrepancies could be attributed to dif-
ferences in cohort characteristics and heterogeneity due
to different composition of FTD subtypes. An inter-
esting finding was that, contrary to pNfL, which tend
to be higher in FTD compared to AD, the pGFAP level
was significantly lower in FTD, suggesting the potential
diagnostic utility of their combination. Indeed, the com-
bination of pGFAP with pNfL improved the diagnostic
performance in distinguishing FTD from AD and CN.
Moreover, the incorporation of age, sex and APOEe4
allele status improved the diagnostic performance to
an AUC of 0.83 in differentiating FTD from AD and an
AUC of 0.89 in differentiating FTD from CN. In addition,
pGFAP was particularly promising in identifying AD,
consistent with previous observations [13, 15, 17-20].
Taken together, this study suggests that the combination
of plasma astrocytic and neuronal markers could be rel-
evant in FTD.

We observed that the pGFAP level increased with
age in controls, similar to what has been observed in
previous studies [13, 17, 23, 25], and we took age into
account when interpreting this marker. Consistent
with various recent reports [15, 17, 21, 23], pGFAP sig-
nificantly correlated with CSF and plasma NfL, suggest-
ing that glial activation and neuroaxonal degeneration
are correlated. Previous studies have reported a weak
correlation between CSF GFAP and YKL-40 levels in
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neurodegenerative diseases [11, 12]. Similarly, we did
not find significant correlation between pGFAP and CSF
YKL-40 levels. This finding supports the hypothesis that
different astrocyte subpopulations or different spatial
distributions are involved in the pathophysiology of FTD
and AD [12, 13, 37, 38-41].

The association between elevated pGFAP level, disease
severity and prognostic markers in AD has been reported
before [15, 17-22]. Previous studies reported that the
serum GFAP has potentials to predict future conversion
to dementia in cognitively normal individuals, not only to
AD, but also to other dementias including FTD [16, 17,
22]. However, pGFAP as a marker of disease severity and
prognosis in FTD has seldom been investigated [13, 25,
26]. In the current study, after adjusting for age and sex,
pGFAP remained significantly correlated with cognitive
and imaging measures in FTD. Higher levels of pGFAP
have been shown to be associated with lower brain vol-
umes in GRN and C9orf72 presymptomatic carriers [23],
and their association with smaller hippocampal volume
in svPPA [26] and temporal atrophy in FTLD has been
reported [27]. To our knowledge this is the first study to
show that higher concentrations of pGFAP are also asso-
ciated with orbitofrontal cortical thickness in the whole
FTD group. In line with other reports in AD patients [16,
20, 22], we observed that pGFAP predicted faster cogni-
tive decline both in FTD and AD. This is the first report
of the association between pGFAP and cognitive decline
in FTD; we found a higher rate of cognitive decline
among those with pGFAP level>240 pg/ml. Surpris-
ingly, the relationship between pGFAP and disease sever-
ity in AD was not confirmed in our cohort. One of the
considerations when comparing our study with the pre-
vious ones is that other studies included both AP+ and
AP— subjects [15, 22], whereas in our study the correla-
tion analysis was performed in disease subgroups. Previ-
ous studies have found that pGFAP is increased in early
stages of AD [15-22] and does not differ between disease
stages [19, 20], which could explain the lack of associa-
tion with imaging measures in the AD subgroup. Con-
sistent with previous studies [2, 7, 17], our results show
that the glial biomarker increases also in FTD, in addition
to AD, and its level increases later in the disease course in
FTD than in AD, when the disease is more advanced.

The strength of our study is the relatively large sam-
ple size, the inclusion of several FTD subgroups, regular
follow-up of the participants and the use of multimodal
approach, with inclusion of clinical measures, plasma
and CSF assessments, and structural imaging. Addition-
ally, all blood-based biomarkers were collected using the
same standard operating procedures and measured fol-
lowing a harmonized protocol. This study also has some
limitations, in that it did not include serial longitudinal

77



I COMPENDIO DE PUBLICACIONES

Zhu et al. Translational Neurodegeneration 2021, 10(1):50

measures of pGFAP, lacked neuropathological confirma-
tion, and excluded AD copathologies in FTD groups.

Conclusion

In conclusion, our study shows that the pGFAP con-
centration may be useful in FTD and could improve its
diagnosis. Furthermore, our data support that pGFAP is
not an exclusive marker in AD, but also plays an essential
role in other amyloid-independent processes involved in
FTD. pGFAP could be used as a marker for FTD severity
and prognosis.
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Sleep-related changes in astrocytic
biomarkers are modulated by APOE ¢4
genotype in cognitively unimpaired adults

®Nuole Zhu,"z’3 ®Miren Altuna,"’5 Javier Arranz,"3 iﬁigo Rodriguez-Baz,"2

Maria Belén Sanchez-Saudinés,'’? Laura Videla,"'?* Silvia Valldeneu, '
Mireia Carrera—Vega,' Sergio Romero,’ ®Juan Fortea,''>® Alberto Lled,"??
®Sandra Giménez''?® and (®Daniel Alcolea'?

Astrocytes are key regulators of sleep and neuroinflammatory responses. However, the relationship between objective sleep para-
meters and astrocytic fluid biomarkers in cognitively unimpaired individuals remains unclear. We examined how sleep architecture
relates to astrocytic, neuroaxonal and Alzheimer’s disease-related fluid biomarkers in cognitively unimpaired adults and whether
age, sex and APOE €4 moderate these associations. This cross-sectional study included 51 cognitively unimpaired participants
from the Sant Pau Initiative on Neurodegeneration cohort. One-night in-lab polysomnography was used to quantify sleep architec-
ture, fragmentation, slow-wave activity and respiratory parameters. CSF biomarkers included glial fibrillary acidic protein (GFAP),
chitinase-like-3 protein 1 (YKL-40), AB42, AB40, pTaul81 and tTau; plasma biomarkers included GFAP and neurofilament light
chain (NfL). Associations were analysed using Spearman correlations, multiple linear regression, and moderation models, adjusting
for age, sex, body mass index, APOE ¢4 status and sleep apnoea. Lighter and more fragmented sleep, characterized by longer N1 dur-
ation, increased wake after sleep onset, frequent stage transitions and elevated cortical arousal, was associated with higher CSF YKL-
40, AB40, pTaul81 and tTau (p = 0.32-0.62, all P < 0.05). In contrast, deeper, more consolidated sleep, indicated by longer total time
of sleep, greater N3 duration and higher slow-wave activity, was associated with lower CSF GFAP and YKL-40 (p =—0.35 to —0.44,
all P < 0.05). These associations remained significant in adjusted regression models. Plasma GFAP and NfL exhibited an inverse pro-
file, with positive associations with deeper sleep (8: 0.16-0.18, P < 0.05) and negative associations with lighter sleep stages (8: —0.23 to
—-0.29, P <0.01). Rapid eye movement (REM) sleep was also associated with astrocytic fluid biomarkers, with negative correlations
for CSF and plasma GFAP (p = —0.49 and p = —0.238, respectively, all P < 0.05), while in regression models, REM duration remained a
negative predictor of plasma GFAP (f=-0.23, P=0.003) and a positive predictor of CSF YKL-40 (8=0.12, P=0.037). Notably,
APOE €4 consistently moderated associations between sleep and CSF YKL-40 and GFAP, while age and sex influenced plasma
GFAP and CSF YKL-40, respectively (all P < 0.05). In cognitively unimpaired adults, sleep architecture is differentially associated
with central and peripheral biomarkers of astrocytic activation, neuroaxonal integrity and Alzheimer’s disease-related proteins.
These findings support the importance of considering sleep as a key factor in the early pathophysiology of neurodegenerative disease.
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Sleep and astrocytic biomarkers

Introduction

In recent years, increasing efforts have focused on under-
standing the biological mechanisms that contribute to the
pathophysiology and progression of neurodegenerative dis-
eases, with a growing focus on sleep disturbances and
neuroinflammation.'*

Sleep disturbances are common in neurodegenerative
conditions such as Alzheimer’s disease and are increasingly
recognized to interact bidirectionally with disease-related
pathology.'""'* Disrupted sleep may exacerbate Alzheimer’s
disease pathology by impairing the production and clear-
ance of amyloid and tau proteins, processes that predomin-
antly occur during deep sleep [so-called slow-wave sleep
(SWS) or N3 stage of non-rapid eye movement (REM)
sleep].>” Conversely, sleep changes often appear early in
the course of the disease, potentially driven by amyloid
and tau depositions in brain regions involved in sleep regu-
lation, thereby promoting further neurodegeneration and
cognitive decline.®'? Evidence from both subjective and ob-
jective sleep assessments has linked greater amyloid burden
to shorter sleep duration, reduced sleep efficiency (SE), in-
creased sleep latency (SL) and a higher prevalence of obstruct-
ive sleep apnoea (OSA) and daytime napping.”'*>'” In
addition, lower slow-wave activity (SWA), a specific electro-
physiological marker of slow, high-amplitude oscillations dur-
ing SWS, has also been associated with amyloid and tau
pathology in cognitively unimpaired (CU) individuals.®'°

Furthermore, neuroinflammation is another key feature of
neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease,
and may precede clinical symptoms by years or even dec-
ades.>*'®!? Sustained immune responses in the brain, pri-
marily mediated by activated microglia and astrocytes, are
closely linked to neurodegeneration.>*®1? These glial cells
have been shown to modulate the clearance and production
of AB42 and contribute to the development and propagation
of tau pathology.?%>*

Notably, astrocytes participate in sleep regulation by
modulating sleep~wake dynamics through intracellular sig-
nalling pathways and the release of sleep-inducing mole-
cules.”*?* Neuroinflammation has been proposed as a
potential link between sleep disturbances and increased
risk of neurodegenerative diseases.>® Astrocytic reactivity
appears to be an early event in Alzheimer’s continuum.
Glial fibrillary acidic protein (GFAP) and chitinase-3-like
protein (YKL-40) are considered two robust fluid biomar-
kers of astrocyte activation in vivo, and both have been
shown to increase in CU, Ap-positive individuals, prior to
overt neurodegeneration or cognitive decline.?*** Elevated
serum GFAP concentrations have been reported in indivi-
duals with chronic insomnia and to correlate with insomnia
severity.’® Likewise, increased YKL-40 and neurofilament
light chain (NfL), a marker of neuroaxonal injury, in CSF
have been associated with poor sleep and worse
self-reported sleep quality in both Alzheimer’s disease and
non-Alzheimer’s disease individuals.'®*'3 Studies in both
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animals and humans also suggest that sleep disruption may
trigger astrocytic activation, contributing to local and sys-
temic inflammatory responses linking poor sleep to
Alzheimer’s disease pathology.>>»3*35

Moreover, sleep disturbances and neuroinflammation also
share common risk factors with Alzheimer’s disease, such as
apolipoprotein E €4 (APOE ¢4) genotype and ageing. The
APOE €4 genotype, the strongest genetic risk factor for
Alzheimer’s disease, has been associated with reduced sleep
quality in CU individuals, based on both subjective reports
and objective measures.>**® Experimental studies have
shown that APOE €4 exacerbates the effect of sleep disrup-
tion on AP and tau pathology and alters glial responses.®”
Although the association between APOE €4 and sleep-
disordered breathing remains inconclusive, some studies
have reported an increased risk of sleep apnoea in APOE
€4 carriers.*®*! A large proportion of brain APOE is pro-
duced by astrocytes, where it supports lipid metabolism,
AB clearance and blood-brain barrier (BBB) maintenance.
In animal models, expression of the APOE €4 isoform has
been associated with increased astrocytic inflammation and
BBB dysfunction.***

Ageing is associated with chronic low-grade inflammation—
often referred to as ‘inflammaging—which has been linked to
poorer sleep quality, including more frequent and prolonged
nighttime awakenings.**® Age-related glial activation has
also been associated with sleep microstructure disruption, tau
phosphorylation, synaptic loss and memory impairment, even
in the absence of B-amyloid positivity.*’ These converging asso-
ciations point towards a complex interplay between sleep, neu-
roinflammation, and Alzheimer’s disease-related processes.

However, our understanding of how sleep interacts with
biomarkers relevant to neurodegenerative disease remains
limited and is hindered by methodological constraints.
Many studies have focused on isolated sleep parameters—
ranging from respiratory indices and sleep duration to
macro- and microstructural features—each capturing differ-
ent aspects of sleep physiology.*'”*%! Others rely on self-
reported questionnaires that may not accurately capture
the extent of sleep disturbances.’**® In addition, the pres-
ence of neurodegenerative disease, which may precede symp-
tom onset by several years, can itself influence sleep—
biomarker relationships. Studies that overlook preclinical
Alzheimer’s disease risk a misinterpretation, since early
pathological processes may already impact sleep patterns
and astrocytic activity.?

Despite increasing interest in sleep—Alzheimer’s disease in-
teractions, few studies examined astrocytic biomarkers in re-
lation to sleep,'®?%3% and even fewer have considered how
common risk factor such as age and APOE ¢4 may moderate
these associations.

Given the early involvement of astrocytic reactivity and
sleep alterations in the Alzheimer’s continuum, and their
shared association with common risk factors, it is plausible
that sleep—biomarker relationships may already be detect-
able in CU individuals. Investigating these relationships in
a rigorously characterized, biologically defined, disease-free
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cohort may provide insight into early mechanisms of neuro-
degenerative vulnerability and how they may be shaped by
such factors. This approach offers a physiological reference
point against which pathological changes can later be
compared.

Therefore, the present study aimed to:

(i) characterize the associations between objective noctur-
nal polysomnography (NPSG) macro and microstruc-
ture derived sleep parameters and fluid biomarkers of
astrocytic activation (CSF GFAP, YKL-40 and plasma
GFAP), neuroaxonal injury (plasma NfL) and
Alzheimer’s disease-related proteins (CSF AB40, Ap42,
pTaul81 and tTau) in cognitively unimpaired adults;

(ii) identify independent sleep-related parameters asso-
ciated with biomarker concentrations, accounting for
relevant covariates; and

(iii) explore whether these associations are moderated by
age, sex or APOE €4 genotype.

Materials and methods

All participants provided written informed consent. The
study was approved by the local ethics committee of
Hospital de la Santa Creu I Sant Pau following the principles
stated in the Declaration of Helsinki (IIBSP-DOW-2014-30;
vS5: 11 July 2016, v6: 24 October 2023).

Fifty-one CU adult participants from the Sant Pau Initiative
on Neurodegeneration (SPIN) cohort who underwent one-
night polysomnography (NPSG) between April 2018 and
June 2023 were included. The SPIN cohort is a comprehen-
sive biomarker platform for the discovery and validation of
biomarkers across individuals with neurodegenerative de-
mentias, mild cognitive impairment and CU controls.
Recruitment of CU participants followed the established
protocol.>* Individuals with active psychiatric symptoms
or sleep disturbance requiring medication adjustment within
the past 5 years, as well as those with neurological or medical
conditions or undergoing treatments that could influence
brain structure, cognitive function, study adherence or
CSF/plasma measures, were excluded.

None of the participants had been previously referred for
evaluation of a suspected sleep disorder. Prior to NPSG, par-
ticipants completed standardized sleep questionnaires, in-
cluding the validated Spanish version of the Pittsburgh
Sleep Quality Index to assess self-reported sleep quality,
with scores above 5 considered indicative of poor sleep qual-
ity;>* the Epworth Sleepiness Scale to evaluate daytime som-
nolence, with scores above 10 considered indicative of
excessive sleepiness;*® and the Berlin Questionnaire to screen
for risk of OSA.?” Questionnaire abnormalities were evalu-
ated by a sleep specialist, who excluded any clinically
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significant suspicion of sleep disorder. Undiagnosed sleep-
breathing disorders were not an exclusion criteria.

All participants underwent a thorough medical history re-
view, physical examination, and standard neuropsychologic-
al evaluation, followed by lumbar puncture and blood
collection from morning to early afternoon on the same
day. Neuropsychological performance was within normal
range for age and education, and all participants had a clin-
ical dementia rating of 0, as per the SPIN neuropsychological
protocol.>* None of the participants met criteria for
Alzheimer’s disease biomarker positivity, as determined by
established CSF biomarker cutoffs (AB42/AB40 ratio,
pTaul81 and tTau) within the past 4 years or by a negative
plasma pTau217 result.’*’

Sleep recordings were conducted during a single night in in-
dividual, sound-attenuated, temperature-regulated rooms at
the sleep laboratory, supervised by qualified technicians, as
described in previous works.®®®! Briefly, NPSG included
19 EEG channels according to the international electrode
10-20 system. Data were acquired using the Compumedics
E Series System (Compumedics, VIC, Australia) and ana-
lysed with Profusion Sleep Software (Compumedics PSG3
version 3.4). Sleep variables were visually scored in 30-s
epochs by an accredited technologist, following the guide-
lines of the American Academy of Sleep Medicine.®*

Sleep architecture parameters included total sleep time
(TST); wake after sleep onset (WASO, in minutes, defined
as the time awake after sleep onset); SE (in %, defined as
the ratio between total sleep time and time in bed) and SL
(in minutes, defined as the time spent awake before the first
sleep epoch). Time spent in each stage (N1, N2, N3 and
REM) was recorded both in minutes and as a percentage of
TST. Sleep fragmentation was assessed using the number
of NREM-REM stage transition (stage shift), the total num-
ber of cortical arousals throughout the night (arousal total)
and the number of awakenings.®?

Quantitative analysis of SWA was performed by calculat-
ing the average power density within the 0.5-4.0 Hz ranges
from full-night EEG recording at bilateral frontal, central
and parietal electrodes. The mean SWA was then derived
by averaging the SWA values across all electrodes.®®

Respiratory parameters included the apnoea—hypopnea
index (AHI), defined as the number of apnoeas (>90% air-
flow reduction for >10 s) and hypopneas (>30% airflow re-
duction for >10 s with >3 % oxygen desaturation or cortical
arousal) per hour of sleep; the percentage of total sleep time
spent with oxygen saturation below 90% (T90) and the pres-
ence and severity of OSA, classified according to standard
AHI thresholds.®*

Blood samples were collected in 10 ml ethylenediaminete-
traacetic acid tubes. CSF samples were collected on the
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same day of blood extraction and processed in polypropyl-
ene tubes following international recommendations.®® All
samples were transferred to our laboratory, centrifuged and
aliquoted within 2 h of collection and stored at —80°C until
analysis. The pre-analytical processing protocol for blood
and CSF in the SPIN cohort has been described in detail.>*

CSF and plasma GFAP concentrations were quantified using
commercially available assays on the Single Molecule Array
(SIMOA) SR-X platform (Simoa® GFAP Discovery Kkit;
Quanterix, Ref# 102336). Plasma NfL was measured with
the Simoa® NF-light Advantage V2 kit (Quanterix, Ref#
104073). CSF YKL-40 concentrations were measured using
enzyme-linked immunosorbent assay methods previously de-
scribed (MicroVue™ YKL-40, Quidel, Ref# 8020).°%°¢ All
samples and calibration curves were run in duplicate, with
intra- and inter-assay coefficients of variation as reported in
prior study.®” Core Alzheimer’s disease biomarkers (Ap42,
APB40, pTau181 and tTau) in CSF were analysed using the fully
automated Lumipulse G600II platform (Fujirebio-Europe),
following the manufacturers’ instructions.

DNA was extracted from peripheral blood and APOE geno-
typing was performed using PCR amplification followed by
Sanger sequencing. Participants carrying one or more copies
of the €4 allele were classified as €4+, whereas the remaining
participants were placed in the e4— group.®®

Descriptive statistics were reported as median and interquar-
tile range (IQR) for continuous variables and as absolute and
relative frequencies for categorical variables. Group compar-
isons were performed using the Wilcoxon rank-sum test for
continuous variables and Fisher’s exact test for categorical
variables. Normality was evaluated by visual inspection of
the histogram and the Shapiro-Wilk test. Right-skewed vari-
ables (CSF GFAP and YKL-40, plasma NfL, CSF pTaul81
and tTau, stage shift and SWA) were log-transformed prior
to regression analyses to achieve normal distribution. Log
transformation also provided the best correction for plasma
GFAP, although its distribution remained slightly skewed.
CSF AB42 and AB40 were normally distributed and therefore
not transformed.

Associations between sleep parameters, fluid biomarkers
and age were examined using Spearman’s rank correlation.
Multiple linear regression models were then applied to iden-
tify independent sleep-related predictors of biomarker con-
centrations, adjusting for age, sex, body mass index (BMI),
APOE €4 genotype and OSA status, classified as present [ap-
noea-hypopnea index (AHI) > § events/h] or absent (AHI <
5 events/h).

Prior to regression analyses, bivariate correlations among
sleep parameters were screened to identify potential redun-
dancy. In case of high correlation (Spearman’s p > 0.7), the
variables were modelled separately in parallel regression
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models and the model with the highest adjusted R? was re-
tained for further analysis.

Predictor selection followed a stepwise forward-backward
procedure using the step function from the R base ‘stats’ pack-
age. The best-fitting models were identified based on the lowest
Akaike information criterion. Multicollinearity was assessed
using the variance inflation factor, with values < 5 considered
acceptable. Model assumptions were evaluated using standard
diagnostic plots, including residual versus fitted values, Q-Q
plots, scale-location plot and residuals versus leverage, to as-
sess linearity, homoscedasticity, normality of residuals and in-
fluential observations. Potential outliers were identified using
an extreme value criterion (3 X IQR) and model diagnostics.
Regression models were re-run with and without these values,
and results remained unchanged; therefore, all data points
were retained in the final analyses.

Moderation analyses were conducted to examine whether
age, sex or APOE €4 genotype modified the associations
identified between sleep parameters and fluid biomarkers.
For each final multiple linear regression model, an inter-
action term was applied between the relevant sleep predic-
tors and the moderator of interest, while retaining the
covariates identified in the main regression models. Model
selection and diagnostic checks followed the same procedure
as applied in the primary analyses. Moderation was defined
as a significant interaction between the sleep parameter and
the moderator.

Statistical significance was set at 5% (P <0.05). For
Spearman’s correlation, significance was determined based
on 95% confidence intervals (CIs) using 5000-sample boot-
strapping method, with the exclusion of zero indicating sig-
nificance (a=0.05). Continuous predictor variables were
z-scored prior to regression and moderation analyses to al-
low comparison of effect sizes across measures, while out-
come variables were analysed without standardization.

Data cleaning, analysis and visualization were performed
using R statistical software (v4.4.1) and the following
packages: ‘tidyverse’(v.2.0.0), ‘dplyr’(v.1.1.4), ‘skimr‘(v.2.1.5),
‘rstatix’(v.0.7.2),  ‘gtsummary’(v.1.7.3),  ‘boot’(v.1.3.31),
‘car’(v3.1.3), ‘ggplot2’(v.3.5.1), ‘patchwork’(v.1.2.0), ‘interac-
tions’(v.1.2.0), ‘emmeans’(v.1.11.2) and the base ‘stats’
package.

Results

Table 1 summarizes the demographic, cognitive and clinical
characteristics of the participants, along with raw biomarker
concentrations and sleep parameters. Participants had a me-
dian age of 55 years (IQR: 12) and were predominantly fe-
male (71%). They were also highly educated, with a
median of 17 years of education (IQR: 7). Overall, 25%
were APOE €4 carriers, including two individuals homozy-
gous for the €4 allele. The cohort was generally in good
health and was, on average, within the normal weight range
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Table | Participant characteristics: demographic, clinical, biomarker and sleep architecture parameters (N=51)

Sociodemographic and clinical characteristics

Age (years) 55[12]

Sex (female) 36 (71%)
Education (years) 17 [7]
APOEe4+ 13 (25%)
MMSE 30 [1]
Hypertension 11 (22%)
Dyslipidaemia 13 (25%)
Diabetes 2 (3.9%)
Antidepressant treatment 4 (8%)
Hypnotic treatment 4 (8%)

BMI (kg/m?) 24 [4.6]
Time from NPSG to biofluid collection (days) 1 [8]

Fluid biomarkers

CSF YKL-40 (pg/ml) 184 [87]
CSF GFAP (pg/ml) 6389 [3795]
Plasma GFAP (pg/ml) 105 [92]
Plasma NfL (pg/ml) 78[4.7]
CSF Ap40 11063 [3543]
CSF Ap42 1135 [501]
CSF pTaul8I (pg/ml) 33[12]

CSF tTau (pg/ml) 244 [96]

NPSG sleep architecture parameters

Total sleep time (min) 368 [74]
Wake after sleep onset (min) 146 [103]
Sleep efficiency (%) 82 [14]
Sleep latency (min) 22 [22]

Stage NI (min)/(%)
Stage N2 (min)/(%)
Stage N3 (min)/(%)
Stage REM (min)/(%)

39 [37)/12[11]
179 [58)/51 [9]
73 [30]/19 [8]

68 [29]/18.2 [6]

Number of stage shifts 157 [65]
Number of arousal 14T11]
Number of awakening 21 [8]
Logl0 (mean slow wave activity) 225 [180]
NPSG respiratory parameters

OSA (AHI > 5) 15 (29%)
Moderate/severe OSA (AHI > |5) 5 (9.8%)
AHI (events/h) 3 [5]
T90 (%) 0.1 [0.5]
Sleep questionnaire scores

PSQI 41[3]

ESS 4 [6]

BQ (high risk) 3 (6%)

Values are presented as median (IQR) or n (%). APOEe4+, carrier of one or two APOE €4 alleles, MMSE, Mini-Mental state examination; AB40, amyloid-beta |1—40; AB42, amyloid-beta
1—42; pTaul8l, Tau protein phosphorylated at threonine 181; tTau, total tau; NPSG, nocturnal polysomnography; T90, time proportion with oxygen saturation below 90% during
sleep; PSQI, Pittsburgh Sleep Quality Index; ESS, Epworth Sleepiness Scale; BQ, Berlin Questionnaire.

[median BMI: 24 (IQR: 4.6)]. Six participants (12%) re-
ported the use of psychotropic medication. Two (4%) were
taking antidepressants: one escitalopram and the other ven-
lafaxine. Another two participants (4%) used hypnotics, clo-
nazepam or alprazolam. The remaining two (4%) were on
combined treatment with antidepressants and hypnotics:
one with escitalopram and lormetazepam, and the other
with citalopram and doxylamine. All medications were ad-
ministered at low doses, and hypnotics were taken on an as-
needed basis and were not used the night prior to the NPSG
in any of the four cases. No participants were taking anti-
seizure or antipsychotic medications. These medications
were not expected to influence study outcomes.

All mean sleep questionnaire parameters were within the
normal range, with only three participants classified as being
at risk for OSA. All participants underwent NPSG and had
plasma available for biomarker determination. The median
interval between NPSG and sample collection was 1 day
(IQR: 8; range: 1-127), with 33 participants (65 %) undergo-
ing NPSG the night before medical evaluation and sample
collection. CSF samples were available for 47 individuals
(92.2%), none of whom met criteria for Alzheimer’s disease
biomarker positivity. Of the four participants without avail-
able CSF, three had previously shown normal CSF biomark-
er profiles in samples obtained within the past 4 years and
one had a negative plasma pTau217 result.

Sleep parameters were within normal ranges, with mildly
reduced sleep efficiency (>85% considered normal). The me-
dian AHI was within normal limits (<5/h). Fifteen partici-
pants had OSA, including one with moderate OSA (AHI >
15) and four with severe OSA (AHI > 30).

Age was positively associated with CSF YKL-40, CSF
GFAP, plasma GFAP and plasma NfL concentrations (p =

88

0.62, 0.47, 0.47 and 0.66, respectively, all P <0.05)
(Supplementary Table 1), as well as with N1 stage duration,
stage shift, arousal total, AHI and T90 (p = 0.34-0.44; all P
<0.05) (Supplementary Table 1). In contrast, it was nega-
tively associated with SWA (r=-0.39, P<0.05)
(Supplementary Table 1). Associations among the fluid bio-
markers are reported in Supplementary Table 2.

Compared to females, males had a higher median age, and
the proportion of individuals with hypertension was greater.
Males also showed reduced TST and SE and increased respira-
tory events, although the proportion of moderate-to-severe
OSA cases did not differ significantly between genders. CSF
YKL-40 concentrations were higher in males compared to fe-
males (Supplementary Table 3).

No significant associations were found between BMI and
sleep parameters or biomarker concentrations. Additionally,
no significant demographic, clinical, biomarker or sleep par-
ameter differences were observed between participants who
had fluid collection the morning after NPSG and those who
completed NPSG on a separate day. Similarly, biomarker
concentrations did not differ between participants with
moderate-to-severe OSA and those without.

A Spearman correlation analysis (Fig. 1) revealed that more
superficial and fragmented sleep, reflected by longer N1 dur-
ation, higher WASO, more transition between sleep stages
(stage shift) and a greater number of arousals, was associated
with higher concentrations of CSF YKL-40 (p=0.52, 0.46
and 0.50 for N1, stage shift and arousals, respectively), as
well as with elevated concentrations of CSF AB40 (p=0.33
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Figure | Spearman’s correlation coefficients between objective sleep parameters and fluid biomarker concentrations. Correlation
coefficient was computed between sleep parameters including macroarchitecture (TST, WASO, SE, NI, N2, N3 and REM stage duration), sleep
fragmentation (stage shift, arousal total), microstructure (SVWWA) and respiratory parameters (AHI, T90) and Alzheimer’s disease-related biomarkers,
including CSF YKL-40, GFAP, AB40, Ap42, pTaul8l, tTau, plasma GFAP and NfL. Values represent Spearman’s p and 95% Cls (in parentheses),
computed via bootstrapping (5000 samples) (N =47 for correlations with CSF biomarkers; N =51 for correlations with plasma biomarkers). log,
logarithmic transformation;Ap, amyloid-f3; pTau, phosphorylated tau (Thr81); tTau, total tau; NI(min), NI stage duration; N2(min), N2 stage
duration; N3(min), N3 stage duration; REM(min), REM stage duration; stage shift, number of stage shifts; arousal total, total number of arousals; T90,

percentage of total sleep time with oxygen saturation <90%.

with N1 and p = 0.36 with WASO), CSF pTau181 (p = 0.47
with N1 and p = 0.35 with WASO) and CSF tTau (p =0.62,
0.41, 0.41 and 0.31 for N1, WASO, stage shift and arousals,
respectively).

In contrast, deeper sleep parameters, including longer N3
duration and increased SWA, were associated with lower
CSF YKL-40 (p=-0.42 and —0.38, respectively) and CSF
GFAP (p =-0.35 with SWA) concentrations. Additionally,
longer TST, higher SE and longer N2 and REM durations
were negatively associated with CSF GFAP (p=-0.44,
—0.33, —0.39 and —0.47, respectively).

Regarding respiratory parameters, AHI was positively as-
sociated with CSF YKL-40 (p=0.35) and CSF tTau (p=
0.37) concentrations, while T90 showed no significant asso-
ciations with the biomarkers evaluated.

Opverall, no relevant associations were observed between
sleep parameters and plasma biomarkers, nor with CSF
AB42.

Multivariate associations between
sleep parameters and
astrocytic-neuroaxonal fluid
biomarkers

Multiple linear regression models used to identify independ-
ent sleep architecture predictors of astrocytic and neuroaxo-
nal biomarker concentrations are presented in Fig. 2 and
summarized in Table 2.
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Figure 2 Regression models for sleep architecture parameters and astrocytic-neuroaxonal fluid biomarker concentrations.
(A-H) Standardized regression coefficients (dots indicating the estimated /), 95% Cls (bars) and corresponding P-values for predictors retained in
the final model after stepwise variable selection (both forward and backward). Models were adjusted for age, sex, BMI, APOE €4 genotype and OSA
where appropriate. Associations reaching statistical significance (P < 0.05 and 95% Cl not including zero) are indicated accordingly. Biomarkers and
skewed sleep parameters (stage shift and SWA) were log-transformed prior to analysis when necessary to meet normality assumptions (N = 47
for models with CSF biomarkers; N =51 for models with plasma biomarkers). log, logarithmic transformation; NI (min), NI stage duration;
N2(min), N2 stage duration; N3(min), N3 stage duration; REM(min), REM stage duration; stage shift, number of stage shifts; APOE e4+, APOE €4

carrier.

In the model for CSF YKL-40 (adjusted R*=0.61, P <
0.0001), longer N1 and REM duration were positively asso-
ciated with CSF YKL-40 concentrations (#=0.10, P=
0.014; =0.12, P=0.037, respectively), while TST showed
a negative association (f=-0.15, P=0.043). Age and
APOE €4 genotype were also significant predictors of CSF
YKL-40 concentrations (f=0.25, P<0.001; p=0.22, P=
0.014, respectively) (Fig. 2A).

90

For CSF GFAP (adjusted R*=0.37, P < 0.0001), TST was
the only sleep-related parameter that remained significant
(B=-0.13, P=0.026). Age was also associated with bio-
marker concentrations (8= 0.26, P < 0.001), while WASO,
stage shift and BMI did not reach significance (Fig. 2B).

For plasma GFAP (adjusted R*>=0.39, P < 0.0001), long-
er N1 and REM duration were negatively associated with
biomarker concentration (8=-0.29, P=0.001; f=-0.23,
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Table 2 Summary of multiple linear regression models
to predict astrocytic-neuroaxonal fluid biomarkers

RSE Adjusted R* F-statistic P-value

For sleep architecture
parameters

log(CSF YKL-40) 0.235 0.6139 13.19 <0.0001
log(CSF GFAP) 0.3768 0.3744 6.505 <0.0001
log(Plasma GFAP) 0.3619 0.3946 7518 <0.0001
log(Plasma NfL) 0.3424 0.5157 14.31 <0.0001
For slow wave activity

log(CSF YKL-40) 0.2282 0.6434 27.46 <0.0001
log(CSF GFAP) 0.4085 0.2962 7.173 0.0006
log(Plasma GFAP) 0414 0.2076 5.192 0.004

log(Plasma NfL) 0.3662 0.445 13.83 <0.0001

P =0.003, respectively), whereas TST and stage shift were posi-
tively associated (8=0.16, P=0.033; $=0.18, P=0.021,
respectively). Age again remained a significant predictor
(8=0.21, P <0.001) (Fig. 2C).

In the model for plasma NfL (adjusted R>=0.52,
P <0.0001), longer N2 and N3 duration were independently
associated with higher concentrations (8=0.27, P=0.003;
p=0.16,P =0.01). Age showed a strong positive association
(8=0.37, P<0.001) (Fig. 2D).

In models evaluating SWA separately, higher SWA was
independently associated with lower concentrations of
CSF YKL-40 (8=-0.12, P=0.001) and higher concen-
trations of plasma GFAP (f#=0.12, P=0.049) (Fig. 2E
and G). No significant associations were found for CSF
GFAP or plasma NfL (Fig. 2F and H). Among all models,
the one predicting CSF YKL-40 showed the highest ex-
planatory power (adjusted R*=0.6139) (Table 2).
Notably, models using SWA measured at different elec-
trode locations (Fz, Cz and Pz) yielded similar results,
with no significant differences in model performance
across derivations.

For CSF AB40 and CSF AB42, the models were statistically
significant (P = 0.047 and 0.042, respectively) but explained
only a small proportion of variance (adjusted R*=0.11 for
both). WASO was the only sleep parameter independently
associated with AB40 (8= 853.43, P =0.022), while no sig-
nificant associations were found for CSF AB42 (Fig. 3A
and B).

Regarding CSF pTaul81 and CSF tTau, longer N1 dur-
ation was independently associated with higher biomarkers
concentrations (f=0.20, P <0.001; #=0.19, P < 0.001, re-
spectively), although models fit remained modest (adjusted
R?=0.27 and 0.36, respectively) (Fig. 3C and D).

SWA was not associated with any of the core Alzheimer’s
disease-related proteins, and the corresponding regression
models did not reach statistical significance (Table 3).
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We next examined whether the APOE ¢4 genotype moder-
ated the associations between sleep parameters and fluid bio-
markers. Significant interactions were observed for CSF
YKL-40 and GFAP (Fig. 4; Table 4). For CSF YKL-40,
APOE €4 significantly moderated the relationship with N1
and N2 duration (interaction terms: f=—0.23, P =0.009;
B=-0.20, P=0.012, respectively). Stratified analyses indi-
cated that longer N1 and N2 durations were positively asso-
ciated with higher CSF YKL-40 concentrations in
non-carriers (f=0.15, P<0.001; f=0.12, P=0.045, re-
spectively) but not in €4 carriers (Fig. 4A-C). For CSF
GFAP, a significant interaction was detected between stage
shift and APOE €4 carriers (interaction term: f=—0.27,
P=0.035), with a negative association observed in carriers
(B=-0.32, P=0.006), whereas this relationship was attenu-
ated and not statistically significant in non-carriers (Fig. 4D
and E). In the SWA-specific model, APOE €4 also moderated
the associations with CSF GFAP (interaction term: f#=0.37,
P=0.010). Higher SWA was associated with lower CSF
GFAP concentrations in non-carriers (f=-0.20, P=
0.007), while no significant association was observed in €4
carriers (Fig. 4F and G).

Regarding the moderating role of age, a significant inter-
action was found for SWA and age in predicting plasma
GFAP concentration (interaction term: f=0.15, P=
0.021). Stratified analyses indicated that higher SWA was as-
sociated with increased plasma GFAP in older participants
(+1 SD of age) (8=0.21, P=0.004), whereas no significant
association was observed in younger individuals (=1 SD of
age) (Supplementary Fig. 1A and B; Supplementary Table 4).

Regarding sex, significant interactions were observed for
N1 and REM duration on CSF YKL-40 (interaction terms:
B=-0.17, P=0.018; f=-0.24, P=0.003, respectively).
These associations were positive in females (8=0.19, P <
0.001; 8=0.19, P =0.003, respectively), while they were at-
tenuated or absent in males (Supplementary Fig. 1C-E).
Model fit remained high when this interaction was consid-
ered (adjusted R*=0.68, P<0.0001; Supplementary
Table 4).

No moderating effects of these factors were observed on
Alzheimer’s disease-related protein concentrations.

Discussion

In this study, we found that specific features of sleep architec-
ture were related to CSF concentrations of astrocytic bio-
markers. Lighter and more fragmented sleep was linked to
higher CSF YKL-40, whereas deeper and more consolidated
sleep was associated with lower concentrations of CSF
GFAP. Interestingly, plasma GFAP showed an inverse
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Figure 3 Regression models for sleep architecture parameters and CSF core Alzheimer’s disease-related proteins. (A-D) Standardized regression coefficients (dots indicating the
estimated f), 95% Cls (bars) and corresponding P-values for predictors retained in the final model after stepwise variable selection (both forward and backward). Models were adjusted for age, sex,
BMI, APOE €4 genotype and OSA where appropriate. Associations reaching statistical significance (P < 0.05 and 95% Cl not including zero) are indicated accordingly (N = 47 for models with CSF
biomarkers). log, logarithmic transformationpTau, phosphorylated tau (Thr181); tTau, total tau; NI (min), N1 stage duration; N2(min), N2 stage duration; N3(min), N3 stage duration; APOE €4+,

APOE €4 carrier.
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Table 3 Summary of multiple linear regression models
to predict CSF Alzheimer’s disease-related proteins

RSE Adjusted R* F-statistic P-value

For sleep architecture

parameters

CSF AB40 2431 0.1092 2.879 0.047
CSF AB42 314 0.1146 2.984 0.042
log(CSF pTaul8l) 0.258 0.2704 9.523 0.0004
log(CSF tTau) 0.291 0.3642 14.18 <0.0001

For slow wave activity

CSF AB40 2452 0.0226 1.51 0.2327
CSF AB42 647.57 0.0726 2.722 0.0773
log(CSF tTau) 0.366 0.0262 2.184 0.1468

profile. We also observed significant associations between
REM sleep and astrocytic biofluid markers. In addition,
age, sex and APOE €4 genotype significantly influenced sev-
eral of these associations.

These findings are consistent with existing evidence link-
ing sleep disruption to increased neuroinflammatory activity.
Both experimental and observational studies have shown
that disrupted sleep can trigger systemic and central immune
responses via proinflammatory mediators.”> In our study,
lighter and more fragmented sleep was associated with ele-
vated CSF YKL-40, whereas deeper and more consolidated
sleep was linked to lower concentrations of astrocytic fluid
biomarkers. These findings support previous reports of in-
creased glial activation in individuals with chronic insomnia
or reduced deep sleep.'®*%33% Similarly, in older adults,
sleep fragmentation has been associated with upregulation
of astrocyte-related genes, while animal models demonstrate
that sleep loss induces astrocytic phagocytosis and microglial
activation.®®’? In parallel, superficial sleep has also been as-
sociated with higher concentrations of Alzheimer’s
disease-related proteins. In our sample, lighter sleep pre-
dicted higher concentrations of CSF AB40, pTaul81 and
tTau, supporting prior evidence that experimental sleep de-
privation elevates amyloid-g and tau in CU individuals.***"!
Altogether, these results suggest that both astrocytic and
Alzheimer’s disease-related biomarkers are associated with
subtle variations in sleep physiology.

Interestingly, plasma biomarkers displayed an opposite pro-
file to CSF markers. Plasma GFAP increased with longer TST
and higher SWA, and decreased with longer N1 and REM dur-
ation. Likewise, plasma NfL was positively associated with N3
duration and showed a trend with SWA. These patterns may
reflect enhanced activity of the glymphatic system, a brain-
wide clearance mechanism that facilitates the removal of meta-
bolic waste from the interstitial space via perivascular pathway
and is most active during deep non-REM sleep.”>”? Astrocytes
contribute critically to this process by regulating fluids dynam-
ics through their perivascular endfeet and maintaining the en-
vironment needed for solute transport.>>** While most
evidence comes from animal models, our findings support
the idea that deep sleep promotes astrocyte-mediated clearance
even in CU individuals. The concurrent increase in plasma
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GFAP and NfL further suggests that restorative sleep may en-
hance the redistribution of central nervous system proteins into
the periphery, potentially contributing to the limited correl-
ation sometimes observed between central and peripheral bio-
marker measures.”* A small cross-over study with intensive
sampling similarly found that sleep deprivation increased
CSF but decreased plasma A and tau concentrations, support-
ing the notion of differential biomarker dynamics across com-
partments, albeit requiring confirmation in larger cohorts.”

In contrast, we observed no meaningful link between SWA
and CSF Alzheimer’s disease-related proteins. This diverges
from previous studies showing increased tau and amyloid-f
in relation to reduced SWA.®® Several methodological dif-
ferences may account for this discrepancy. Prior studies often
included older participants with an average age at least 10
years older than in our sample, and in some cases, more
than 50% were amyloid-positive based on PET or CSF bio-
markers.”® Additionally, some employed sleep deprivation
protocols, which may amplify sleep-biomarker relationship
beyond physiological conditions.® In contrast, our cohort in-
cluded younger, amyloid-negative individuals in whom glym-
phatic clearance and other compensatory mechanisms are
expected to be intact, potentially limiting the detectability
of associations between SWA and Alzheimer’s disease-related
proteins.

In addition to the associations observed with NREM
sleep, REM sleep duration was also significantly related to
astrocytic fluid biomarkers. The mechanisms by which astro-
cytic activity interacts with REM sleep regulation are not yet
fully understood, and further work specifically addressing
this relationship is needed. Among the few studies available,
animal models showed that pontine astrocytic activation
suppressed REM initiation and reduced REM episodes,”®
while in Parkinson’s disease, patients with REM sleep behav-
iour disorders (RBD) exhibited higher plasma GFAP and
NfL concentrations than those without RBD.”” Similarly, in-
dividuals with isolated RBD (iRBD) presented with elevated
plasma GFAP and NfL in the absence of increased
pTaul81.”® Together, these findings pointed to a relation-
ship between REM sleep and astroglial activity, and our re-
sult suggested that such associations were also present in
CU individuals without biomarker evidence of Alzheimer’s
disease.

To further understand the complexity of sleep—biomarker
interactions, we examined the role of key susceptibility fac-
tors. APOE is a key protein involved in lipid transport and
metabolism, mainly synthesized by astrocytes in the central
nervous system.*>’? The €4 isoform has been linked to al-
tered BBB properties and reduced amyloid-p clearance, in-
cluding disrupted endothelial junctions and reduced
astrocytic end-foot coverage in animal models.*>*>”° In
CU adults, APOE €4 carriers show poorer sleep quality, char-
acterized by shorter TST and SE and greater WASO and awa-
kenings, compared to non-carriers.>®%" Self-reported data
further support this pattern.>” Our finding expands this evi-
dence by showing that APOE €4 also moderates the relation-
ship between sleep and astrocytic biomarkers. Specifically, in
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Figure 4 Moderating effect of APOE ¢4 genotype on the association between sleep parameters and fluid biomarkers (left panels:
A, D, F). Forest plots showing standardized regression coefficients (dots indicating /), 95% Cls (bars) and P-values from multivariate models including
interaction terms between APOE €4 genotype and sleep parameters, adjusted for age, sex, BMI and OSA where appropriate. Statistically significant
effects (P < 0.05 and 95% ClI not including zero) are shown in red. Biomarkers and skewed sleep parameters (e.g. stage shift, SWA) were
log-transformed prior to analysis (N = 47 for models with CSF biomarkers; N =51 for models with plasma biomarkers) (right panels: B, C, E, G).
Interaction plots depicting predicted associations stratified by APOE €4 carrier status (non-carriers in blue, carriers in pink), adjusted for covariates
where appropriate. Shaded areas represent 95% Cls. Biomarkers and skewed sleep parameters (e.g. stage shift, SWWA) were log-transformed prior to
analysis (N =47 for models with CSF biomarkers; N =151 for models with plasma biomarkers). log, logarithmic transformation; N1(min), NI stage
duration; N2(min), N2 stage duration; REM(min), REM stage duration; stage shift, number of stage shifts; APOE €4+, APOE €4 carrier.

€4 carriers, the positive association between N1 and N2 dura-
tions and CSF YKL-40 seen on non-carriers were no longer
evident. This may reflect genotype-dependent difference in
astrocytic activity to sleep features, potentially indicating
early glial alterations in individuals genetically predisposed
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to Alzheimer’s disease. Consistent with this interpretation,
post-mortem studies have shown greater sleep impairment
in €4 carriers during the last year of life, even when adjusting
for Alzheimer’s disease neuropathology. These findings sug-
gest that APOE €4 may also influence sleep regulation

GZ0Z J8quieoa( (| UO Jasn Jajua)) Jeoue) ‘00siouel4 UesS ‘v Jo Alsianiun Aq 92691 £8//Eyed)/9// /8]91e/SWwoouleIg/wod dno-ojwspese//:sdiy Wwoly papeojumo]



Sleep and astrocytic biomarkers

Table 4 Summary of moderation models by APOE ¢4
genotype

RSE Adjusted R* F-statistic P-value

For sleep architecture
parameters

log(CSF YKL-40) 0.2131 0.6824 13.35 <0.0001

log(CSF GFAP) 0.3647 0.4141 5.645 0.0002
For slow wave activity

log(CSF GFAP) 0.3836 0.3795 6.382 0.0002

through additional biological mechanisms, not directly re-
lated to Alzheimer’s disease core proteinopathy.®' Whether
these differences in astrocytic activity contribute to increased
Alzheimer’s disease vulnerability remains to be clarified.

Finally, both age and sex are known to influence sleep
physiology and glial responses.*®*%32-8% In our study, these
factors also emerged as relevant moderators. The association
between SWA and plasma GFAP was stronger in older par-
ticipants, suggesting that the influence of deep sleep on per-
ipheral astrocytic biomarkers may become more prominent
with age. Additionally, the associations between CSF
YKL-40 and both N1 and REM duration differed by sex,
with stronger associations observed in females. These find-
ings highlight the importance of considering individual vari-
ability in sleep—astrocyte interactions.

The strengths of this study include the rigorous selection of
cognitively unimpaired participants and the use of gold-
standard NPSG alongside comprehensive biomarker ana-
lysis in paired CSF and plasma samples. Notably, the short
interval between NPSG and biofluid collection, averaging
13.2 days and 65% with biofluid collection the morning
after NPSG, is much shorter than in previous studies,”**’
where it ranged from several months to years. This is espe-
cially relevant for dynamic biomarkers like the Ap42 and
AB40, which may be sensitive to timing.

A limitation of this study is the relatively small sample size.
However, this size is similar to that in other studies, %4780
and has provided enough statistical power to find interesting
associations. In addition, the cross-sectional design pre-
cludes any causal inference; longitudinal studies are needed
to determine the temporal dynamics and potential predictive
value of sleep—biomarker relationship.

The sample was relatively homogeneous, comprising pre-
dominantly Caucasian (98%), highly educated individuals
without overweight and with low prevalence of medical co-
morbidities, including sleep-breathing disturbances. This
profile enabled the exploration of sleep-biomarker associa-
tions in a physiologically healthy context, minimizing poten-
tial confounding factors. However, it may limit the
generalizability of our findings to more diverse or clinically
complex population. In addition, the use of laboratory-based
NPSG may also limit ecological validity due to potential al-
terations in sleep patterns in the artificial environment.
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Finally, given the practical constraints of clinical procedures,
CSF collection was obtained within a 4.5-h interval in over
90% of cases, although not always at the same time of
day. This may introduce variability in biomarkers such as
ApB peptides. Which are known to follow a diurnal pattern.

Conclusion

Our results support the hypothesis that astrocytic biomarkers
are associated with physiological sleep variations and re-
inforce the idea that astrocytic dysregulation may serve as a
mechanistic link between sleep disruption, neuroinflamma-
tion and neurodegeneration. Moreover, the compartment-
specific behaviour of astrocytic fluid biomarkers observed
in our study suggests that sleep may contribute to their re-
distribution from the central to the peripheral compart-
ment. Finally, the modulation of these associations by
age, sex and APOE €4 genotype indicates that at-risk indi-
viduals may exhibit different patterns in the relationship
between sleep and astrocytic fluid biomarkers, even in the
absence of overt pathology, potentially contributing to
long-term vulnerability.

Given the potential role of sleep as a modifiable factor, fu-
ture studies should explore how astrocytic biomarkers inter-
act with sleep parameters across the neurodegenerative
disease continuum and whether alterations in this function
could serve as early indicators or therapeutic targets.

Supplementary material

Supplementary material is available at Brain Communications
online.
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5.3. Articulo 3

Impacto de la enfermedad de Alzheimer sobre el sueno en adultos con sindrome de Down
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1 | BACKGROUND

Down syndrome (DS) represents the largest genetic form of
Alzheimer’s disease (AD), affecting millions of people worldwide.?
The triplication of the amyloid precursor protein (APP) gene on
chromosome 21 is the main driver that accelerates amyloid beta
(AB) production, resulting in early accumulation of amyloid plaques
and subsequent tau deposition, in the brains of individuals with DS
before their fourth decade of life. Notably, AD biomarker changes
during the preclinical stage strikingly mirror those observed in both
sporadic AD and autosomal dominant AD (ADAD).>* The age of AD
dementia onset in adults with DS occurs on average at age 54,°> 20 to
30 years younger compared to sporadic AD. However, there remains
considerable variability in age of symptom onset among individuals
with DS-associated AD (DSAD), and the factors that underlie this
variability are still unknown. Sleep disorders have been proposed as a
potential modifiable factor contributing to this variability.

The triplication of chromosome 21 confers other phenotypic and
physiological traits, such as a small oropharynx and hypotonia, that
predispose individuals with DS to obstructive sleep apnea (OSA). OSA
is the most common sleep-disordered breathing (SDB) disorder in
individuals with DS, characterized by repeated episodes of upper air-
way collapse, leading to sleep fragmentation and chronic intermittent

hypoxia.®’ The high incidence of OSA in DS is primarily driven by
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» Subijective sleep measures do not detect sleep disturbances in adults with DS.

anatomical abnormalities like midfacial and mandibular hypoplasia,
macroglossia, glossoptosis, and adenotonsillar hypertrophy, which nar-
row the upper airway and increase airway collapsibility.2? Additional
factors, such as hypotonia and increased mucosal secretions, further
worsen airway obstruction. Central sleep apnea (CSA), a less prevalent
form of SDB, occurs more frequently in infants with DS due to brain-
stem abnormalities, congenital heart disease, and impaired ventilatory
control. While CSA decreases with age, it can persist in adults with
neurological impairments or cardiac dysfunction.’® In contrast, OSA
generally worsens with age due to airway tone changes, obesity, and
untreated hypothyroidism.'! The prevalence of OSA in adults with DS
ranges from 65% to 100%.”-13:12 This variability may result from differ-
ences in diagnostic methods, imbalance in referrals from DS clinics, or
overestimations from clinical suspicion of OSA, indicating a potential
bias in OSA prevalence estimates.!?

In the euploid population, increasing evidence demonstrates a bidi-
rectional relationship between sleep disturbances and AD.2314 Amy-
loid and tau levels follow a circadian rhythm, with increased production
during the day and greater clearance during the night, particularly dur-
ing slow-wave sleep (SWS).1>1¢ OSA s increasingly recognized as a risk
factor for AD.” Derived sleep fragmentation and chronic hypoxia may
impair clearance mechanisms, leading to the accumulation of amyloid
and tau proteins and potentially accelerating AD pathophysiology.8-20
Conversely, AD dementia negatively impacts sleep quality, leading to
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increased sleep disruption and a higher prevalence of OSA, beyond
what is typically expected with normal aging.2*

The DS population is therefore uniquely predisposed to both OSA
and AD, but the intersection and the relationship between these dis-
orders have rarely been investigated. Only one study has examined
the association between sleep disruptions, assessed through actigra-
phy, and amyloid accumulation in cognitively stable individuals.22 No
study has assessed the sleep architecture or sleep disorders across the
AD continuum in adults with DS. Understanding these sleep changes
and disorders along the AD continuum is crucial for elucidating the
interplay between sleep disruption and AD in this population. Early
diagnosis and effective treatment of sleep disturbances could poten-
tially slow neuropathological processes and delay the progression to
dementia.

Accordingly, in this study we aimed to assess the prevalence of
sleep disorders in adults with DS using both self-reported and objective
sleep assessments by nocturnal polysomnography (NPSG) in a large
community-based population. Furthermore, we sought to character-
ize the progression of sleep-related variables across the AD continuum
and to investigate age-related differences in these measures between
individuals with DS and a healthy control (HC) group composed of

cognitively unimpaired euploid adults.

2 | METHODS
2.1 | Study design and participants

This single-center cross-sectional analytical study included 229 adults
with DS of both sexes recruited from the population-based Down
Alzheimer Barcelona Neuroimaging Initiative (DABNI), established as
a multimodal AD biomarker study to comprehensively integrate clini-
cal, cognitive, and biomarker data in adults with DS starting at age 18.
Building on the first population-based screening program for neurolog-
ical conditions in DS, created by the Hospital of Sant Pau and the Cata-
lan Foundation for Down Syndrome in Barcelona, DABNI is a longitu-
dinal cohort designed to advance interventions and clinical research in
DSAD using an extensive multimodal biomarker assessment.3 A sample
of 78 HC euploid adults from the Sant Pau Initiative on Neurodegener-
ation (SPIN) cohort?? in Barcelona was also included. All participants
underwent a full medical, neurological, neuropsychological, and sleep
evaluation.

The study was approved by the clinical research ethics committee
at Sant Pau Hospital following the principles stated in the Declaration
of Helsinki. Written informed consent was obtained from all parents or
legal caregivers, and assent was acquired from the participants before
enrollment.

2.2 | Clinical assessment

The participants with DS were screened for apolipoprotein E (APOE)
haplotype and underwent a comprehensive neurological and neu-

THE JOURNAL OF THE ALZHEIMER’S ASSOCIATION

RESEARCH IN CONTEXT

1. Systematic review: The authors conducted a litera-
ture review using traditional sources (e.g., PubMed).
Prior research has established a bidirectional relation-
ship between sleep disturbances and Alzheimer’s disease
(AD). Although individuals with Down syndrome (DS), a
genetic form of AD, exhibit a high prevalence of sleep
disorders, the specific impact of AD pathology on sleep
disruption in this population has not been investigated.

2. Interpretation: Our findings suggest that AD pathology
exacerbates sleep disturbances in adults with DS, con-
tributing to an accelerated age-related decline in sleep
quality compared to healthy controls and suggesting that
neurodegeneration may amplify age-related changes in
DS.

3. Future directions: Longitudinal and multimodal studies
are necessary to explore whether sleep disturbances
accelerate the progression to dementia in DS and to val-
idate potential sleep-related biomarkers for AD. Routine
objective screening for sleep disorders should be imple-
mented to improve diagnosis and treatment, potentially
mitigating cognitive decline in this population.

ropsychological evaluation.2#2> Additionally, medical profile data,
including body mass index (BMI), presence of hypertension (HT), dia-
betes mellitus (DM), dyslipidemia (DLP), and current treatments, were
collected for each subject.

The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder, Fifth Edition,
the caregivers’ reports of the individuals’ best-ever level of function-
ing, and the score of the Kaufman Brief Intelligence Test (KBIT) Spanish
version were used to stratify the level of intellectual disability (ID)
as mild, moderate, or severe/profound. Global cognition was assessed
using a Spanish version of the Cambridge Cognitive Examination for
Older Adults with Down Syndrome (CAMCOG-DS), a cognitive bat-
tery that evaluates orientation, language, memory, attention, praxis,
abstract thinking, and perception. As in previous studies,>?* after
a semi-structured interview with caregivers, a detailed neurological
examination, and a neuropsychological assessment, participants were
clinically classified into three groups based on their clinical stage in the
AD continuum: (1) asymptomatic (aDS) when there was no clinical or
neuropsychological suspicion of AD-related cognitive decline; (2) pro-
dromal AD (pDS) when there was evidence of cognitive decline due to
AD, but no significant impact on baseline activities of daily living; and
(3) AD dementia (dDS) when the cognitive decline impaired daily activ-
ities. This classification was made during a consensus meeting between
neurologists and neuropsychologists. Individuals with a history of con-
ditions that could affect brain structure or function (such as stroke or
traumatic brain injury), and the use of new psychoactive drugs in the 3
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months preceding the sleep studies were excluded from the study. Of
note, sleep complaints were not considered in the inclusion criteria.

The euploid control group exhibited no cognitive complaints, scor-
ing 0 on the Clinical Dementia Rating scale, and their neuropsycho-
logical evaluation was within the normal range for their respective
normative groups regarding age and education. None of the par-
ticipants in the HC group reported any neurological or psychiatric
disorders, or other major medical illnesses.

2.3 | Study protocol

All participants underwent a full sleep evaluation with subjective and
objective sleep measures. Participants were given a notebook that
included sleep questionnaires to be completed by the caregivers in
the DS group. The sleep questionnaires included the validated Span-
ish version of the following scales: the Pittsburgh Sleep Quality Index
(PSQI) to assess patients’ self-reports of sleep quality;2¢ the Epworth
Sleepiness Scale (ESS) to evaluate somnolence (with a modification of
the last question about the DS person as a passenger in a car while
stopped for a few minutes in traffic);2” and the Berlin Questionnaire
(BQ), Stop Bang (SB), and the Advanced Platform for Sleep Apnea Syn-
drome Assessment (PASHOS) Questionnaire to identify participants at
risk for OSA syndrome.?82?

All participants underwent full in-laboratory NPSG. Sleep record-
ings were performed in individual, sound-attenuated, temperature-
regulated rooms in the sleep laboratory, and supervised by qualified
technicians as described in our previous works.” Briefly, all-night video
NPSG recordings included 19 electroencephalography (EEG) channels
according to the international electrode placement system, bilateral
electrooculogram, four surface mentalis, flexor digitorum superficialis,
and anterior tibialis electromyographic channels to register atonia
and leg and arm movements, and six channels to monitor respi-
ratory function, including pulse oximetry, oronasal airflow using a
thermistor and nasal cannula, thoracoabdominal movements and a
microphone to detect snoring electrocardiogram, and a body position
sensor.

NPSG sleep data were acquired by means of the Compumedics
E Series System with Profusion Sleep Software (Compumedics PSG3
version 3.4). Sleep stages and derived sleep variables were visu-
ally scored for 30 second epochs according to the standard criteria
for sleep and EEG arousals according to the American Academy of
Sleep Medicine guidelines by an accredited technologist.>° See Figure
S1 in supporting information for further details regarding the study
protocol.

24 | Sleep data

The measured sleep architecture parameters were: total sleep time
(TST [minutes)), sleep efficiency (SE [%)], calculated as TST/time in bed),

sleep latency (SL [minutes], defined as the time spent awake until the

104

first epoch of sleep), wake after sleep onset (WASO), latency to rapid
eye movement (REM) sleep (LREM [minutes], defined as the time until
the first epoch of REM sleep), the time spent in no-REM (NREM) sleep
stages N1 (NREM-N1), N2 (NREM-N2), N3 (NREM-N3) and REM sleep
(%), number of awakenings (NAW), arousal index (Al, as number of
arousals per hour of sleep), and respiratory arousal index (RA, num-
ber of arousals related to respiratory event calculated by the number
of apnea or hypopnea events per hour of sleep).

Respiratory variables included average oxygen saturation (basal
SpO, [%]), oxygen desaturation index (ODI, defined as the number of
oxygen desaturations > 3% per hour of sleep), and the percentage of
total sleep time during which the oxygen saturation (SpO,) remains
below 90% (T90). The apnea-hypopnea index (AHI) was defined as
the sum of all apneas (absence of airflow for > 10 seconds) and all
hypopneas (any airflow reduction for at least 10 seconds that resulted
in cortical awakening or desaturations > 3%) per hour of sleep. For a
more precise characterization of this measure, both central AHI (cAHI)
and obstructive AHI (0AHI) were analyzed. Participants were catego-
rized into three severity groups of OSA according to the AHI (i.e., sum
of all apneas and hypopneas): 5.0 to 14.9 events/hour (mild OSA), 15
to 29.9 events/hour (moderate OSA), and > 30.0 events/hour (severe
OSA\). For additional analyses detailed in the supporting information,
OSA groups were also defined using oAHI measures, but applying the

same cutoffs.

2.5 | Statistical analyses

Sample sizes (229 individuals with DS and 78 HCs) were based on
effect sizes from previous studies, including our earlier work with
54 DS participants,” which showed sufficient power to detect sleep
alterations. In this study, we expanded the DS cohort to enhance statis-
tical power, support subgroup analyses, and better capture population
variability. Detailed power calculation methods are provided in the
supporting information (1.1). All statistical analyses were performed
with R software, version 4.3.3. After confirming with the Shapiro-Wilk
test that most of the continuous variables of interest did not follow
a normal distribution, we applied general linear models (GLM) when
assessing differences between groups: (1) HC versus DS, (2) aDS versus
sDS (considering together pDS and dDS), and (3) clinical status within
DS (aDS, pDS, dDS)—data shown in supporting information. For sleep
variable analyses, age, sex, and BMI were included as covariables in
our models for the group comparisons performed between HC and DS,
while the comparisons within the DS group were not adjusted by age.
After identifying significant group differences through the GLM, post
hoc pairwise comparisons were performed using the Tukey honestly
significant difference (HSD) test to assess specific differences by-pairs.
Chi-squared, or Fisher exact tests (when necessary due to the low fre-
quencies observed), were used for categorical variables, such as sex,
clinical data, or OSA status and severity. Also, GLMs adjusted by sex
and BMI were carried out to test group interactions in the association

between the sleep variables studied and age.
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TABLE 1 Participants’ demographic characteristics and medical data.

HC DS aDs sDS

N=78 N =229 p value N=154 N=75 p value
Age
mean (SD) years 54.4(13.3) 42.0(11.6) <0.001*** 37.0(10.3) 52.3(5.95) <0.001***
Sex
Female, n (%) 46(59.0) 102 (44.5) 0.038* 65 (42.2%) 37 (49.3%) 0.381
ID / 0.097
Mild, n (%) 80 (34.9%) 62 (40.3%) 18 (24.0%)
Moderate, n (%) 116 (50.7%) 72 (46.8%) 44 (58.7%)
Severe/profound, n (%) 26 (9.4%) 15 (8.7%) 11(14.7%)
BMI
mean (SD) - kg/m? 25.6 (4.45) 27.9(5.36) <0.001*** 28.4(5.67) 26.8(4.47) 0.038*
APOE
¢4 carriers, n (%) 8(10.3%) 37 (16.2%) 0.545 22 (14.3%) 15(20.0%) 0.535
Vascular risk factors
HT, n (%) 13(16.7%) 6(2.6%) <0.001"* 4(2.6%) 2(2.7%) 1
DM, n (%) 3(3.8%) 5(2.2%) 0.675 4(2.6%) 1(1.3%) 0.912
DLP, n (%) 15(19.2%) 34 (14.8%) 0.416 20(13.0%) 14 (18.7%) 0.325
Treatment
Use of any psychotropic medication, n (%) 9(11.6%) 54(23.6%) 0.427 32(20.8%) 22(29.3%) 0.206

Note: Continuous data are mean (SD) and categorical data are n (%). Statistical differences with asterisks denoting significance thresholds: ***(p < 0.001), **(p

<0.01), And *(p < 0.05).

Abbreviations: aDS, asymptomatic Down syndrome; APOE, apolipoprotein E; BMI, body mass index; DLP, dyslipidemia; DM, diabetes mellitus; DS, Down
syndrome; HC, euploid cognitively unimpaired healthy controls; HT, hypertension; ID, intellectual disability; SD, standard deviation; sDS, Down syndrome

symptomatic for Alzheimer’s disease dementia.

3 | RESULTS

3.1 | Participant characteristics
See Table 1 for demographic data. Individuals in the DS group covered
the whole AD continuum: 154 aDS, 25 pDS, and 50 dDS. The HC group
was significantly older than the DS group (t = 7.87, P < 0.001) and,
as expected, was significantly higher among those with sDS compared
to aDS (t = 11.85, P < 0.001). Also, there were more females in the
HC group than in the DS group ()(2 = 4.293, P = 0.038), but an equal
distribution of sexes across the AD continuum in DS participants. No
significant between-group differences were found for APOE ¢4 status.
The DS participants had a higher BMI than the HCs
(t = 3.409, P < 0.001). A total of 62 adults with DS were obese
(BMI > 30 kg/m2), 91 were overweight, and 76 had a normal BMI
(BMI 18 to < 25 kg/m?). Only 2.6% of individuals with DS presented
with HT, a significantly lower proportion compared to the HC group
(;{2 = 18.016, P < 0.001). Additionally, there were no significant
differences between groups for dyslipidemia and diabetes mellitus. A
substantial number of individuals with DS presented with hypothy-
roidism (N = 98, 42.8%) and epilepsy (N = 24, 10.5%), with these
conditions becoming more prevalent as AD progresses (hypothy-
roidism: aDS 39.0% vs. sDS 50.7%, P > 0.05; epilepsy: aDS 6.5% vs. sDS

18.7%,)(2 = 5.831, P = 0.015). There were no significant differences
regarding treatment between the DS and HC groups.

Moreover, it is important to highlight that there were no signifi-
cant differences in age, or sleep measures, among DS on medication
and those who were not taking an active treatment with psychotrop-
ics, except for the subjective measure PSQI (t = 3.600, P < 0.001; see
next section). Further details regarding these measures within the AD
continuum in the DS groups are reported in Table S1 in supporting
information.

3.2 | Subjective sleep questionnaires

There were no major differences in means of subjective sleep quality
or in somnolence measures between HC and DS groups. The ESS ques-
tionnaire was the only subjective sleep measure that showed a higher
score (i.e., sleepiness) in DS compared to HC individuals (t = 2.496,
P=0.013;see Table 2).

In the DS group, the mean values of sleep quality and somnolence
were within the normal limits: (1) PSQI suggested sleep disorders
(PSQI > 5) in 86 participants (37.55%), and (2) ESS suggested somno-
lence (ESS > 10) in 15 participants (6.55%). However, both measures
were able to significantly detect worse sleep quality (PSQI: t = 3.190,
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TABLE 2 Sleep questionnaire scores for both groups (HC and DS) and within the DS group split by asymptomatic AD (aDS) and symptomatic

AD (sDS).

HC DS

N=78 N=229
PsQl
Mean (SD) 5.35(3.19) 4.57 (3.25)
ESS
Mean (SD) 5.97(3.80) 7.04(5.00)
BQ
High risk, n (%) 5(6.4%) 20 (8.7%)
PASHOS
Mean (SD) 3.44(2.69) 5.07 (3.14)
SB
High risk, n (%) 2(2.6%) 15(8.7%)

aDs sDS
p value N=154 N=75 p value
0.201 4.14(2.99) 5.56(3.60) 0.017*
0.013* 6.06 (4.29) 9.15(5.75) <0.001**
0.576 13(8.4%) 7(9.3%) 0.921
0.297 4.70(3.07) 4.49 (3.04) 0.175
0.282 11(7.1%) 4(5.3%) 0.285

Note: Continuous data are mean (SD) and categorical data are n (%). Statistical differences (adjusted by age, sex, and BMI) with asterisks denoting significance

thresholds: ***(p < 0.001), **(p < 0.01), And *(p < 0.05).

Abbreviations: aDS, asymptomatic Down syndrome; BMI, body mass index; BQ, Berlin Questionnaire; DS, Down syndrome; ESS, Epworth Sleepiness Scale;
HC, euploid cognitively unimpaired healthy controls; PSQI, Pittsburgh Sleep Quality Index; SB, Stop Bang; PASHOS, Advanced Platform for Sleep Apnea
Syndrome Assessment; SD, standard deviation; sDS, Down syndrome symptomatic for Alzheimer’s disease dementia.

P = 0.017; remains significant when adjusting by treatment) and an
increase in somnolence (ESS: t = 4.267, P < 0.001) in sDS compared
to aDS (see Table S2 in supporting information for further details con-
sidering aDS, pDS, and dDS subgroups). None of the OSA screening
questionnaires (i.e., BQ, PASHOS, SB) was able to detect differences in
OSA risk between HC and DS participants nor across AD stages in the
DS group (Table 2).

3.3 | Objective sleep questionnaires
3.3.1 | Sleep macrostructure

Compared to the HC group, adults with DS presented worse sleep
maintenance measures, with significantly less TST and SE, and an
increased REML (all p values < 0.001; see Table 3). Concerning sleep
architecture measures, the percentage of superficial sleep (i.e., NREM-
N1) was increased in DS (15.6%) in relation to HC participants (11.7%)
but did not reach significance. Nevertheless, participants with DS
(independent of AD status), significantly showed a higher percentage
of NREM-N3 (or SWS; t = 3.277, P < 0.001) and a marked decrease
in REM sleep compared to those in the control group (t = 11.765,
P <0.001); see Figure 1.

Sleep maintenance and sleep architecture measures worsened
across the AD continuum but did not reach significance. As AD pro-
gressed, TST and SE decreased, as well as REM sleep (8.37% in aDS,
7.73%inpDS, and 6.72% in dDS; P=0.177),and in NREM-N3 (27.5% in
aDSt023.7%in dDS; P=0.223). See Table S3 in supporting information
for further details considering aDS, pDS, and dDS subgroups.
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3.3.2 | Respiratory measures

NPSG results showed that hypoxemic OSA sleep-related measures
(ODI and T90), SpO,, and RA index were significantly impaired in indi-
viduals with DS compared to the HC group (ODI: t = 6.328, P < 0.001;
T90: t = 4.458, P < 0.001; SpO,: t = 3.870, P < 0.001; RA: t = 6.146,
P <0.001; see Table 3).

The same statistical differences were replicated within the DS popu-
lations when comparing aDS versus sDS (ODI: t=3.797,P < 0.001; T90:
t=3.744,P <0.001;SpO,:t=2.194,P=0.029; RA: t=3.377,P < 0.001;
see Table 3). In addition, the mean AHI (total number, including REM
and NREM phases) in sDS was higher compared to aDS individuals
(t=3.981,P < 0.001), asregarding cAHI (t=2.829, P=0.005), and oAHI
measures (t = 3.1640, P = 0.002). See Figure 2 and Table S3 for results
across the AD continuum in DS.

Accordingly, we found a very high prevalence of OSA in adults with
DS. OSA was present in 178 (77.7%) DS individuals, with a prevalence
of moderate/severe OSA five times higher (52.8%) compared to the
prevalence in HC individuals (11.5%;){2 =57.766,P < 0.001). The OSA
prevalence and severity significantly increased along the AD contin-
uum in DS. OSA was present in 85.3% of sDS, with 64% of them having
moderate or severe OSA compared to 74% and 47%, respectively, in
aDS (see Figure 3). Comparable proportions for OSA prevalence and
severity were detected when the metrics were based on oAHI values
rather than AHI (see section 4 and Figure S2 in supporting information).

No significant differences were detected between APOE ¢4 carriers
and non-carriers for the presence of OSA (78.2% vs. 75.7%) or OSA
severity (51.2% vs. 62.2% for moderate-severe status) in DS individ-

uals. In the same line, no significant differences were obtained in any of
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TABLE 3 Polysomnography sleep and respiratory data.

HC DS aDS sDS

N=78 N=229 pvalue N=154 N=75 p value
TST
(min) 356 (64.0) 296 (106) <0.001"** 302 (108) 284(102) 0.078
SE
(%) 76.6(14.4) 64.1(22.4) <0.001*** 65.4(23.0) 61.4(21.1) 0.058
WASO
(min) 141 (64.0) 148(71.9) 0.717 148 (68.0) 149 (80.0) 0.355
SL
(min) 29.7 (26.3) 46.1(64.1) 0.113 45.1(59.6) 48.1(72.9) 0.284
REML
(min) 121 (64.6) 184 (90.4) <0.001"** 189 (85.0) 173(101) 0.152
NREM N1
(%) 11.7 (9.24) 15.6(14.8) 0.058 15.0(12.9) 16.8(18.2) 0.209
NREM N2
(%) 49.8(8.25) 48.8(13.8) 0.569 48.7 (12.3) 49.1(16.7) 0.505
NREM N3
(%) 21.2(8.18) 26.9(14.7) 0.001*** 27.5(14.2) 25.7 (15.7) 0.189
REM
(%) 18.2 (6.54) 7.95(5.89) <0.001*** 8.37(5.89) 7.05(5.83) 0.042*
AHI
(event/h) 7.74(13.2) 26.6(25.1) <0.001*** 23.6(24.6) 33.0(25.2) <0.001***
AHIREM
(event/h) 11.7 (15.8) 23.7(28.0) <0.001** 22.5(27.0) 26.4(29.9) 0.260
AHI NREM
(event/h) 7.17 (14.9) 27.0(26.5) <0.001"** 24.0(26.5) 33.1(25.4) <0.001"**
cAHI
(event/h) 0.0962(0.627) 0.970(4.76) 0.327 0.449 (2.20) 2.04(7.62) 0.005**
oAHI
(event/h) 7.32(13.1) 25.2(24.9) <0.001*** 22.7 (24.8) 30.3(24.4) 0.002*
SpO,
(%) 95.8(1.64) 93.9(6.27) <0.001"* 94.6 (5.19) 92.5(7.92) 0.029*
(e]n]]
(event/h) 6.77 (13.4) 22.7 (24.0) <0.001"** 20.1(23.3) 27.9(24.7) <0.001"**
T90
(%) 2.48(10.2) 9.70(15.6) <0.001"* 7.85(15.1) 13.5(16.1) <0.001"*
NAW 22.4(8.59) 23.6(13.3) 0.418 23.8(13.0) 23.2(14.1) 0.618
RA
(events/h) 5.22(8.24) 17.0(17.9) <0.001*** 15.5(17.3) 20.2(18.9) <0.001***
Al
(events/h) 18.5(15.5) 26.6(17.9) <0.001** 25.6(17.7) 28.7 (18.4) 0.014*

Note: Continuous data are mean (SD) and categorical data are n (%). Statistical differences (adjusted by age, sex, and BMI) with asterisks denoting significance
thresholds: ***(p < 0.001), **(p < 0.01), And *(p < 0.05).

Abbreviations: aDS, asymptomatic Down syndrome; AHI, apnea-hypopnea index; AHI REM, apnea-hypopnea index during rapid eye movement phase; AHI
NREM, apnea-hypopnea index during no-rapid eye movement phase; Al, arousal index; BMI, body mass index; cAH, central apnea-hypopnea index; DS, Down
syndrome; h, hours; HC, euploid cognitively unimpaired healthy controls; min, minutes; NAW, number of awakenings; NREM N1, NREM N2, NREM N3, no-
rapid eye movement stages N1, N2, and N3; ODI, oxygen desaturation index; oAH, obstructive apnea-hypopnea index; RA, respiratory arousal index; REML,
rapid eye movement sleep; SD, standard deviation; sDS, Down syndrome symptomatic for Alzheimer’s disease dementia; SE, sleep efficiency; SL, sleep latency;
SpO,, basal oxygen saturation; T90, percentage of oxygen saturation < 90% for more than 30% of the sleep registration period; TST, total sleep time; WASO,
wakefulness after sleep onset.
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FIGURE 1 Sleep macrostructure objective measures by group. Boxplots for sleep macrostructure variables. Values for (A) TST, (B) REM sleep,
(C) N1 sleep stage, and (D) N3 sleep stage are shown by group of diagnosis. Jittered points display individual data within each group: HC (gray), aDS
(green), pDS (orange), and dDS (red). The star (*) indicates significant values (p < 0.05). aDS, asymptomatic Down syndrome; DS, Down syndrome;
dDS, Down syndrome with Alzheimer’s disease dementia; HC, euploid cognitively unimpaired healthy controls; min, minutes; NREM N1 and N3,
no-rapid eye movement stages N1 and N3; pDS, prodromal Alzheimer’s disease Down syndrome; REM, rapid eye movement; TST, total sleep time.

the subjective or objective sleep measures between sexes or within the
interaction between age and sex (all p values > 0.05).

Additional analyses examining how the various AHI measures (AHI,
cAHI, oAHI) affect differences in sleep architecture are presented in

supporting information (Tables S4, S5, and Sé).

34 | Age-related changes

Significant group interactions (HC vs. DS) in the association with age
for somnolence (i.e., ESS), AHI, oAHI, ODI, T90, and RA were observed
(see Table S4). The effect of age on these sleep variables was more
pronounced in the DS population compared to the HC group for ESS
(t =2.195, P = 0.029), AHI (t = 2.715, P = 0.007), oAHI (t = 2.086,
P = 0.038), ODI (t = 2.850, P = 0.005), T90 (t = 2.291, P = 0.023),
and RA (t = 2.129, P = 0.034). Although the group interaction did not
reach significance, for the NREM-N3 and REM measures, only the DS
group exhibited a significant association with age (NREM-N3: t = -
2.396,P =0.017; REM: t = —=2.775, P = 0.006) that was not identified
in the HC group (all p values > 0.05). See Figure 4 and Tables S7 and S8
in supporting information for the correlations between sleep variables
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and age, as well as age x group interactions for HC versus DS and aDS

versus sDS, respectively.

4 | DISCUSSION

The present study found that adults with DS experience significantly
poorer sleep quality and a higher prevalence of unnoticed OSA com-
pared to cognitively unimpaired euploid controls. Sleep disturbances in
individuals with DS seem to be further altered by AD progression, lead-
ing to increased sleep fragmentation and greater OSA severity along
the AD continuum. Moreover, age-related declines in SWS and REM,
as well as elevated sleep disruption and AHI, were more pronounced
in adults with DS compared to controls. These findings may reflect the
compounding effects of earlier neurodegenerative changes associated
with AD in this population.

Our results align with a previous study? emphasizing the high OSA
prevalence in adults with DS. In this community-based study, 77.7% of
adults with DS were found to have moderate/severe OSA, in stark con-
trast to the 11.5% prevalence in the control group. This discrepancy,
and considering that more than half (52.8%) of the DS participants
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(B) Oxygen desaturation index

I P |

o® B
e
75 =
- @
T =
o @ (4
3}_’. 50 ® =
a
)
25 =
Y
HC aDs p0S dDs

(D) Total arousal index

100 |

HC ahs pDS dos

Al (events/n)

FIGURE 2 Sleeprespiratory-related sleep objective measures by group. Boxplots for respiratory-related sleep variables. Values for (A) AHI,
(B) ODI, (C) RA, and (D) Al are shown by group of diagnosis. Jittered points display individual data within each group: HC (gray), aDS (green), pDS
(orange), and dDS (red). The star (*) indicates significant values (p < 0.05). aDS, asymptomatic Down syndrome; AHI, apnea-hypopnea index; Al,

arousal index; DS, Down syndrome; dDS, Down syndrome with Alzheimer’s disease dementia; HC, euploid cognitively unimpaired healthy
controls; ODI, oxygen desaturation index; pDS, prodromal Alzheimer’s disease Down syndrome; RA, respiratory arousal index.

exhibited moderate-to-severe OSA, underscores the importance of
proactive screening and early intervention. The increased OSA vul-
nerability in adults with DS is likely attributable to comorbidities such
as obesity, hypotonia, and hypothyroidism that exacerbate that OSA
risk!2 and increase with aging.

OSA prevalence and severity significantly further increase along
AD progression, with 64% of symptomatic DS individuals exhibiting
severe OSA compared to 47.4% of asymptomatic individuals. These
results are consistent with findings in the euploid population, in which
OSA prevalence increases with aging, showing a significantly higher
rate in individuals with mild cognitive impairment (MCI) and AD
compared to cognitively unimpaired individuals.2%31 CSA remained
infrequent overall, although it was more prevalent in symptomatic
than in asymptomatic DS individuals, likely due to neurodegeneration
in brainstem respiratory centers. Importantly, even in the context of
AD, OSA events in DS remained predominantly obstructive. To the
best of our knowledge, this expected pattern has not been previously
described.

Although the cross-sectional nature of our results precludes
establishing causality, the observed association between increased
OSA frequency and severity with advancing AD stages aligns with

the bidirectional relationship between OSA and AD described in
the euploid population.1?3233 Notably, our results showed that as
AD progresses, respiratory arousals increase, oxygen desaturation
measures worsen, and respiratory events predominantly occur during
NREM sleep, a pattern similar to that reported in euploid patients
with AD.3* REM-related OSA is typically associated with increased
airway collapsibility®® characteristic of DS individuals. The predom-
inance of NREM-related OSA in symptomatic adults may result
from impairments in ventilatory control and lower susceptibility to
hypoxemia, likely caused by AD-related brainstem pathology. More-
over, individuals with DS are prone to structural lung abnormalities,
including reduced alveolar numbers and altered lung architecture
that can lead to a decreased functional residual capacity, diminishing
the lungs’ oxygen reserve, making individuals more susceptible to
significant oxygen desaturation during even brief respiratory events.3¢
This occurs alongside the reduced proportion of REM sleep with AD
progression, which further contributes to the shift. Nevertheless,
further longitudinal and multimodal sleep studies are needed to clarify
whether OSA accelerates AD pathophysiology and advances dementia
onset in individuals with DS, as has been observed in the general
population.’” Moreover, we found no significant association between
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APOE &4, and the prevalence or severity of OSA, in line with findings in
euploid elderly AD patients.21-37

In addition to the increases in OSA prevalence and severity, AD pro-
gression was associated with declines in sleep quality. Symptomatic DS
individuals exhibited poorer sleep efficiency, with a significant increase
in the number of nocturnal arousals and a reduction in SWS, as well as
asignificant reduction in REM sleep compared to asymptomatic adults,
aligning with reports in euploid patients with MCl and AD.38

SWS plays a critical role in facilitating the brain’s clearance, includ-
ing AB and tau, through the glymphatic system.1¢ Individuals with DS
have a genetic predisposition for amyloid overproduction and factors
that lead to OSA, which may further exacerbate amyloid accumulation.
Notably, SWS is already increased in children with DS.3? The base-
line greater SWS in overall individuals with DS compared to healthy
controls could hypothetically serve as a compensatory mechanism to
enhance amyloid clearance from the lifelong amyloid burden. However,
the decrease in SWS as the AD continuum progresses in DS could mean
a decline in this protective capacity. In the general population, age-
related reductions in SWS have been associated with neuronal loss in
the prefrontal cortex (PFC),*° white matter degeneration,** and OSA-
related brain changes.®3 These OSA changes mirror those observed in
normal aging and include reductions in gray matter density and white
matter integrity within the frontotemporal and hippocampal regions.**
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Furthermore, early accumulation of A3 and tau deposits in the PFC
has also been linked to declines in slow-wave activity (SWA or SWS
quantification).*2

Aging in individuals with DS shows similar sleep patterns to euploid
controls but with an accelerated decline in SWS and increased OSA
severity, suggesting that the aging process is exacerbated by early-
onset AD neurodegeneration. In sporadic AD, early neurodegeneration
primarily affects the brainstem, basal forebrain, and medial temporal
lobe.*® Our group has recently demonstrated in DSAD an early and
progressive cortical thinning in the prefrontal cortex, and an acceler-
ated increase in parietotemporal white matter hyperintensity (WMH)
in individuals with DS, mirroring the changes seen in sporadic AD.**
Additionally, the presence of OSA has been associated with reduced
WMH integrity in adults with DS.*°> Collectively, these structural brain
alterations likely contribute to the accelerated age decline in SWS in
adults with DS, but multimodal sleep and neuroimaging studies in this
population are needed to confirm these data. Besides the clearance
function, SWS is also essential for memory consolidation and synap-
tic homeostasis.*® Accordingly, further longitudinal studies in DS are
needed to evaluate the impact of SWS disruption on brain changes in
relation to cognitive impairment in this population.

A key hallmark of the sleep pattern in adults with DS is the
decreased amount of REM sleep compared to euploid controls, which
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FIGURE 4 Groupinteractions across sleep variables and age. Scatter plots showing the association between (A) N3 sleep stage, (B) REM sleep,
(C) AHI, and (D) ODI with age, by group (HC vs. DS). Individual data points are colored by diagnosis groups: HC (gray), aDS (green), pDS (orange),
dDS (red), while locally estimated scatterplot smoothing curves with the confidence interval shaded (black line for HC) and (green line for DS)
highlight the overall trend within each group. aDS, asymptomatic Down syndrome; AHI, apnea-hypopnea index; DS, Down syndrome; dDS, Down
syndrome with Alzheimer’s disease dementia; h, hour; HC, euploid cognitively unimpaired healthy controls; NREM N3, no-REM stages N3; ODI,
oxygen desaturation index; pDS, prodromal Alzheimer’s disease Down syndrome; REM, rapid eye movement.

further declines along the AD continuum. Recent research indicates
that dysfunction in REM sleep might have significant implications for
cognitive decline and AD. Indeed, reductions in REM sleep have been
associated with cognitive decline and increased dementia risk in MCI
and cognitively unimpaired older adults.*’=4? Atypical, early-onset AD
patients exhibit greater REM sleep deficits compared to those seen
in late-onset AD.%? Interestingly, in cognitively unimpaired APOE &4
carriers, REM sleep was reduced compared to non-carriers*’ and was
associated with diminished subcortical gray matter®%52 and increased
WMH.>Z The association between APOE and a decrease in REM sleep
could suggest that REM sleep is disturbed early in individuals at higher
risk of dementia. We did not obtain such a relationship, but further
studies with larger samples are needed to evaluate this association in
the DS population.

Subjective sleep measures in adults with DS failed to detect sleep
disturbances, consistent with previous findings. Although the Epworth
questionnaire reported differences between HC and DS individuals,
only 6.5% of caregivers reported pathological somnolence (ESS > 10)
in participants with DS, a key OSA symptom. Despite worsening sleep
quality and somnolence with aging and AD progression, both measures
remained within non-pathological ranges and failed to differentiate
OSA status. This aligns with findings in euploid populations with MCI
and AD, in which habituation to chronic sleep disruptions reduces day-
time sleepiness complaints.>® Adults with DS may similarly adapt to
long-term OSA and pronounced age-related sleep changes. Further-
more, difficulties in symptom reporting and caregiver misattributions
of sleepiness to aging or apathy emphasize the need not only for objec-

tive diagnostic tools but also for specialized questionnaires tailored
to individuals with DS. This is especially important given that care-
givers can vary in their level of daily involvement and insight, making
proxy-reported measures alone potentially suboptimal. Consequently,
further research is warranted to develop more reliable and sensitive
assessment instruments that will improve the accuracy of diagnosing
OSA and other sleep disorders in this population.

To our knowledge, this is the first study to evaluate the impact of
AD on sleep in adults with DS across the AD continuum. Strengths
include a large, well-characterized, community-based sample spanning
a wide age range, along with a control euploid group. The study used
rigorous objective sleep assessments using NPSG and subjective sleep
measures to provide real-world data comparisons. The absence of
referral bias enhances the generalizability of the findings. However, the
cross-sectional design limits the ability to establish causal relationships
between sleep disruption and AD progression, and the relatively small
sample size in the AD subgroups may have restricted the detection of
certain statistical differences. As a future direction, investigating the
roles of sex and hormonal factors in DS may provide further insights
into potential differences in sleep quality.

In conclusion, this study evidenced that adults with DS exhibit an
accelerated and distinct pattern of sleep disturbances characterized
by a high prevalence of unnoticed OSA, baseline increased SWS, and
marked reductions in REM sleep compared to healthy controls. AD pro-
gression is associated with impairments in both sleep measures and
sleep quality, likely driven by early-onset neurodegenerative changes.
The findings underscore the critical need for proactive, objective
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screening and management of sleep disorders in this high-risk group.
Given the impact of OSA and the role of SWS and REM sleep in waste
clearance, cognitive processing, and memory consolidation, longitudi-
nal multimodal studies are essential to elucidate their impact on neu-
rodegeneration and cognitive decline in DS across the AD continuum.
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6. RESUMEN GLOBAL DE RESULTADOS

En este apartado se presentan de forma sintética los principales resultados de los tres
estudios que componen la presente tesis doctoral. Los hallazgos se describen siguiendo
la estructura de los trabajos realizados, con el objetivo de ofrecer una vision global de los

resultados obtenidos.

6.1. Biomarcadores de origen astrocitario en el diagndstico
diferencial y prondstico de la demencia frontotemporal y
la enfermedad de Alzheimer

En el primer estudio, de diseno transversal y longitudinal, se analizaron los niveles
plasmaticos de GFAP y NfL en individuos con DFT,EAy CN. Los niveles de GFAP plasmatico
fueron significativamente mas elevados en DFT en comparacién con los controles,aunque
inferiores a los observados en EA. por su parte, las concentraciones de NfL plasmatico
se encontraron elevadas tanto en DFT como en EA frente a los controles, sin diferencias

significativas entre ambas patologias.

El analisis del rendimiento diagnodstico mostréo que la combinacion de GFAP y NfL
plasmaticos mejoro la discriminacién entre DFT y EA respecto al uso aislado de cada
marcador, especialmente en modelos ajustados por edad, sexo y alelo APOE. En la
diferenciacién entre DFTy controles,el modelo combinado mostrd un rendimiento superior
al GFAP plasmatico aislado. En la comparacion entre EA y controles, GFAP plasmatico
presentd un rendimiento elevado, superior al de NfL en plasma, sin que la combinacion

mejorase de forma significativa este resultado.

Desde el punto de vista de su asociacion con otros marcadores, GFAP plasmatico se
correlaciono con NfLtanto en plasma como en LCR,con YKL-40 en LCR y con biomarcadores
centrales de la EA, incluyendo el cociente AP42/Ap40, p-taul81, tau total y la carga
amiloide medida mediante PET. En el grupo de DFT, GFAP plasmatico se asoci6 ademas

con el rendimiento cognitivo basal, la escala FTD-FRS y el grosor cortical.

En el analisis longitudinal, los individuos situados en el tercil superior de GFAP plasmatico
presentaron una peor evolucién cognitiva y un mayor riesgo de alcanzar un MMSE < 20

tanto en DFT como en EA, apoyando su utilidad como marcador prondstico.
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6.2. Arquitectura del suefio y biomarcadores de origen
astrocitario en adultos cognitivamente sanos

El segundo estudio evalud la relacion entre la arquitectura del sueno, los biomarcadores
de origen astrocitario, marcadores de dano axonal y biomarcadores centrales de la EA en

adultos CN sin evidencia biologica de la EA.

Un sueno mas ligero y fragmentado, reflejado por una mayor duracién del sueno N1,
mayor vigilia tras el inicio de sueno y un mayor numero despertares y transiciones, se
asocio con concentraciones mas elevadas en LCR de biomarcadores centrales de la EAy de
YKL-40 en LCR. Por el contrario,un sueno mas profundo y consolidado, reflejado por mayor
tiempo total de sueno, mayor duracion de N3 y mayor SWA, se relaciond con niveles mas
bajos de GFAP y YKL-40 en LCR. No se observaron asociaciones significativas entre SWAy

biomarcadores centrales de la EA.

En plasma se observo un patrén distinto, donde mayores valores de sueno profundo y
del tiempo total de sueno se asocid con concentraciones mas elevadas de GFAP y NfL,

mientras que el sueno mas superficial se relaciond con niveles inferiores de GFAP.

Las asociaciones entre sueno y biomarcadores mostraron sensibilidad a distintos factores
deriesgobioldgico.Laedad se asocié de forma consistente con los niveles de biomarcadores
astrocitarios y moduld la asociacion observada entre sueno y GFAP plasmatico. Asimismo,
el alelo APOE ¢4 modifico la magnitud y la direccion de determinadas relaciones entre

parametros de sueno, incluyendo la SWA,y biomarcadores en LCR.

6.3. Caracterizacion objetiva del patron de suefio a lo largo del
continuo de la enfermedad de Alzheimer en adultos con
sindrome de Down

Eneltercer estudio se analizé la arquitecturay los eventos respiratorios del sueno mediante
polisomnografia nocturna en adultos con SD y controles euploides CN, evaluando las
diferencias basales entre grupos y los cambios asociados a la edad y a la progresion de
la EA.

En comparacion con los controles, los adultos con SD presentaron un menor tiempo total

de suenoy una menor eficiencia del sueno, junto con mayor porcentaje de sueno superficial
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(N1) y una mayor latencia del sueno REM. Asimismo, la AOS fue altamente prevalente en el
grupo de SD. Estas alteraciones se acentuaron progresivamente a medida que avanzaban

los estadios clinicos de la EA.

Uno de los hallazgos mas consistentes fue la reduccion marcada del sueno REM en los
adultos con SD en comparacion con los controles, tanto en término de duracion absoluta
como de porcentaje del tiempo total de sueno. EL porcentaje del sueno REM mostré un
descenso progresivo con la edad y a lo largo del continuo de la enfermedad, con una

afectacion mas pronunciado en los estadios avanzados.

En contraste,el sueno NREM profundo (N3) mostro una conservacion relativa en los adultos
con SD en comparacion con los controles. Reflejada en un mayor porcentaje relativo de
N3. No obstante, dentro de la poblacion con SD se observé una disminuciéon de N3 con el
aumento de la edad y con la progresion hacia fases de demencia, siendo este descenso

mas acusado que el observado en los controles euploides.
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7. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

En esta tesis se demuestra que la integracion de biomarcadores de origen astrocitario
y estudio de parametros objetivos del sueno mejora la comprension del proceso
fisiopatoldgico de las enfermedades neurodegenerativas y aporta un valor anadido mas
alla de la caracterizacion basada exclusivamente en la proteinopatia predominante de
cada entidad. Los resultados ponen de manifiesto que el depdsito proteico especifico, la
actividad astrocitaria, el dano axonal y el sueno forman parte de una red interrelacionada
cuya evaluacion conjunta permite interpretar de manera mas precisa la heterogeneidad

clinica y la dinamica de progresion de las enfermedades.

Este enfoque multimodal se ha explorado en tres contextos complementarios. En primer
lugar, la incorporacidon de un marcador de origen astrocitario como el GFAP plasmatico
junto a biomarcadores mas consolidados como el NfL mejora la precision diagnostica tanto
en la DFT como en la EA, y aporta informacion pronéstica relevante. En segundo lugar,
los resultados muestran que los biomarcadores de origen astrocitario, los biomarcadores
centrales de la EAy los parametros de macro y microarquitectura del sueno se encuentran
relacionados en ausencia de enfermedad definida biolégicamente. En tercer lugar,en una
cohorte caracterizada clinico-bioldgicamente, ha sido posible describir la evolucion de la
arquitectura del sueno en los distintos estadios de la enfermedad, apoyando la naturaleza

dinamica y bidireccional de la relacidn entre el sueno y la patologia Alzheimer.

A continuacion, se discuten con mayor detalle los distintos contextos clinicos abordados,
la contribucidn especifica de cada trabajo al campo, la interpretacion integrada de los
resultados a la luz de la evidencia actual y las hipdtesis que se derivan de los resultados

obtenidos.

7.1. Valor de GFAP plasmatico en el diagndstico y
la estratificacion de riesgo en enfermedades
neurodegenerativas

En el contexto actual de diagnostico biologico de las enfermedades neurodegenerativas,
los biomarcadores plasmaticos representan una herramienta clave para la caracterizacion

y estratificacion de los procesos patologicos de forma accesible y reproducible. En
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consecuencia, el GFAP plasmatico ha emergido como un biomarcador de la reactividad
astrocitaria con un valor complementario a los biomarcadores mas consolidados,como los

marcadores de dano axonal y las proteinas especificas de cada entidad.

Este avance ha sido particularmente notable en la EA, mientras que en otras entidades
su implementacién se encuentra aun en fases preliminares. Pese a los avances en la
comprension de las alteraciones neuropatoldgicas subyacentes a la DLFT y al desarrollo
de los biomarcadores moleculares con resultados prometedores para su deteccion in
vivo, estos no se han consolidado aun su uso en la practica clinica. En consecuencia, el
diagnostico continua basandose fundamentalmente en criterios clinicos, lo que dificulta
la identificacion precisa de la enfermedad y favorece retrasos diagnosticos y una elevada

tasa de error de clasificacion (81,101).

EL NfL ha demostrado ser un biomarcador util en la DFT por su sensibilidad al dano
axonaly su asociacion consistente con la velocidad de progresion clinica. En determinados
subtipos dentro del S-DLFT,como vcDFT, la ELAy los sindromes con parkinsonismo atipico,
las concentraciones pueden encontrarse especialmente elevadas, confiriendo utilidad en
el diagnostico diferencial con los trastornos psiquiatricos primarios (81,101,143). Ahora
bien, el NfL puede encontrarse elevado en otras enfermedades neurodegenerativas
y en diversas condiciones neurolégicas. Por otro lado, en fases iniciales o en sindrome
de progresion lenta de la DFT, sus niveles pueden no estar elevados, lo que limita su

rendimiento diagnostico en estos contextos (11,144).

En la literatura previa, algunos estudios han reportado elevacion de GFAP plasmaticos en
la DFT y su asociacién con mayor afectacion clinica y funcional, lo que sugiere que podria
aportar valor diagnostico y/o prondstico en esta entidad (24,25,137,145). Sin embargo, su
potencial diagndstico,ya sea de forma aislada o en combinacion con otros biomarcadores,

asi como su valor pronostico,no habia sido evaluado de manera sistematica hasta entonces.

Los resultados del primer trabajo de esta tesis muestran que el GFAP y el NfL presentan
perfiles diferenciales en la DFT y la EA, con elevacion de ambos pero con mayor nivel
relativo de GFAP en la EA. Asimismo, el GFAP muestra un rendimiento diagndstico
comparable al NfL en la diferenciacion entre DFT y CN y su combinacion con NfL mejora
la capacidad de diagnostico diferencial entre DFT y EA.
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Nuestro estudio se situa entre los primeros en describir de forma sistematica un
perfil complementario entre GFAP y NfL plasmaticos. Este patrén ha sido reproducido
posteriormente en cohortes independientes de mayor tamano (29,136,146-148). Estos
resultados respaldan que la integracion de los biomarcadores de origen astrocitario mejora
la caracterizacion bioldgica de las enfermedades neurodegenerativas, especialmente
cuando se incorporan en un enfoque multimodal junto a marcadores de dano axonal y

variables clinicas y demograficas.

Aunque el GFAP plasmatico habia demostrado un valor prondstico consistente en la
EA, aspecto que se discutira en la seccidn siguiente, nuestros resultados amplian esta
evidencia en DFT al demostrar su correlacion con biomarcadores de dano axonal y con
medidas estructurales en RM, asi como una progresion clinica y declive funcional mas
rapidos. Estos hallazgos han sido replicados posteriormente por estudios longitudinales
independientes (23,149).

Ahora bien, otros estudios sugieren que la elevacién de GFAP plasmatico es heterogénea
y parece depender del subtipo clinico y molecular (23,100,102,137,146,150-152). En
cohortes genéticas de DLFT, la elevacion tiende a observarse predominantemente en fases
sintomaticas (23,100,146,150). Asimismo, algunos estudios realizados con confirmacion
neuropatoldgica muestran que las concentraciones de GFAP se encuentran mas elevadas
solo en el subgrupo de FTLD-tau (23,136). En nuestro estudio se observa asimismo una
tendencia a niveles mas altos de GFAP en los grupos PSP/SCB, fenotipos frecuentemente
asociados a patologia tau subyacente. Sin embargo, el numero limitado de participantes
en los subgrupos y la ausencia de confirmacién neuropatoldgica dificultan establecer esta
conclusion con claridad. Estos resultados ponen de relieve la necesidad de profundizar en
el estudio de comportamiento del GFAP en los distintos subtipos de DLFT, con el fin de

delimitar su significado bioldgico y su potencial utilidad en la diferenciacion clinica.

En el campo de la EA, el desarrollo de biomarcadores plasmaticos y la aprobacion de
terapias antiamiloides han impulsado una transformacidn sustancial en los ultimos anos.
Las técnicas ultrasensibles han permitido la deteccion de concentraciones extremadamente
bajas de proteinas en sangre y el desarrollo de multiples biomarcadores plasmaticos
con potencial aplicabilidad clinica. Entre ellas, el p-tau217 ha destacado por su elevada

sensibilidad y especificidad, posicionandose como una herramienta prometedora para el
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cribado a gran escala (153). Sin embargo, su aplicacién a nivel poblacional aun plantea
retos. A diferencia de los biomarcadores centrales de la EA en LCR donde se usan en
combinacion, en el caso de p-tau217 plasmatico se ha propuesto el uso de estrategias de
doble punto de corte para mantener niveles de sensibilidad y especificidad comparables
a los biomarcadores en LCR y PET (154). Esta estrategia conduce a un grupo considerable
de individuos con valores intermedios que requieren pruebas complementarias para
su adecuado diagnostico. Por otro lado, estudios poblacionales han mostrado que
aproximadamente el 30% de los individuos mayores de 70 anos presentan niveles
de p-tau217 compatible con positividad para EA,y un tercio de ellos se encuentra en
fases preclinicas, donde la prediccion del inicio de sintomas es incierta (155). Asimismo,
los ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el amiloide han
demostrado un mayor beneficio cuando estos tratamientos se aplican en fases iniciales,
particularmente en presencia de baja carga de tau (156,157). En este contexto, resulta
necesaria la identificacion de biomarcadores plasmaticos complementarios que permitan
refinar el diagndstico de los individuos con niveles de p-tau217 en rango intermedio,
mejorar la prediccion de progresion hacia fases sintomaticas y optimizar la seleccion de

pacientes candidatos a terapias modificadoras y a ensayos clinicos.

El GFAP plasmatico se reconoce hoy dia como un marcador robusto de reactividad
astrocitaria en la EA (35,73). En nuestro trabajo, el GFAP plasmatico muestra una alta
capacidad predictiva para la deteccion de la patologia EA,un hallazgo que ha sido replicado
en cohortes contemporaneas e independientes (29,73,77,158). En varios estudios, el GFAP
se ha situado entre los biomarcadores plasmaticos con mejor rendimiento diagndstico
tras el p-tau217, e incluso superando al p-taul81 en determinados contextos,como en el
SD (158,159).

Asimismo, nuestro trabajo muestra que concentraciones mas elevadas de GFAP plasmatico
se asocian con biomarcadores de mayor gravedad clinica y una progresién cognitiva mas
acelerada durante el seguimiento. Estudios contemporaneos y posteriores en cohortes
independientes han confirmado de manera consistente estos hallazgos, incluso tras
ajustar por otros biomarcadores de dano axonal o patologia amiloide, lo que respalda
su papel como marcador pronostico (73,76,160-167). Adicionalmente, la combinacion de
biomarcadores como p-tau217 con GFAP se ha asociado a un deterioro mas pronunciado
y extendido a multiples dominios cognitivos cuando ambos se encuentran elevados, en

comparacion con aquellos casos con p-tau217 elevado, pero niveles bajos de GFAP (168).
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Estos hallazgos sugieren que GFAP puede aportar informacion pronostica adicional al

p-tau217 en la prediccion de la conversion a fases sintomaticas y de la progresion clinica.

En relacion con su potencial utilidad en la estratificacion de riesgo, diversos trabajos han
mostrado que niveles elevados de GFAP se asocian con mayor carga de amiloide y con
una aceleracién de la propagacién tau inducida por amiloide a lo largo de los estadios
de Braak (75,169). Este patron sugiere que la reactividad astrocitaria podria situarse en
una fase intermedia en la transicion desde la acumulacion amiloide hacia la propagacion
de tau, mas estrechamente vinculada con la fase sintomatica de la enfermedad. De
igual modo, otros estudios en participantes CN han mostrado que el GFAP en plasma
puede elevarse en fases presintomaticas y se asocian con riesgo de conversidn clinica
(27,29,163,170,171). En el contexto actual de terapias antiamiloides, la incorporacion del
GFAP plasmatica podria contribuir a una estratificacion biolégica mas precisa,identificando
a aquellos individuos con mayor riesgo de progresion clinica y optimizando la seleccidn
de candidatos para terapias modificadoras, ademas de servir como herramienta potencial

para la monitorizacion de la eficacia en nuevos tratamientos.

Enconjunto,estos resultados consolida el GFAP plasmatico como un biomarcador querefleja
la implicacién de la funcion astrocitaria en diferentes enfermedades neurodegenerativas.
Elabordaje multimodal que integra el GFAP junto a otros marcadores biolégicos contribuye
a mejorar la precision diagndstica y la estratificacion pronostica en la DFT y la EA. En
linea con esta perspectiva, los criterios actualizados NIA-AA 2024 lo han incorporado
dentro del dominio de inflamacion/neuroglia, reconociendo su valor anadido para una

caracterizacion bioldgica mas precisa de la enfermedad.

7.2. Interaccion entre arquitectura del sueno,
biomarcadores de origen astrocitario y biomarcadores
centrales de la enfermedad de Alzheimer

La creciente evidencia sobre el papel de los astrocitos pone de manifiesto que la
activacion astrocitaria no es un proceso uniforme. Estudios de transcriptémica de células
unicas han identificado subtipos con funciones especializadas en la regulacion sinaptica,
la neuroinflamacidn y el soporte metabdlico, sugiriendo que los biomarcadores de origen
astrocitario reflejan procesos bioldgicos diversos (172). Asimismo, trabajos centrados en

el GFAP han descrito una disociacion consistente entre sus niveles en LCR y en plasma,
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siendo estos ultimos los que han mostrado mayor potencial de aplicabilidad clinica
(29,30,74). Estos hallazgos subrayan la necesidad de comprender los mecanismos que
determinan su dinamica y su interaccion con otras vias implicadas en las enfermedades

neurodegenerativas.

Entre los procesos potencialmente moduladores, el sueno destaca por su estrecha relacién
con lahomeostasis cerebralycon la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas.
Analizar la interaccion entre la arquitectura del sueno, los biomarcadores de origen
astrocitarioyotros biomarcadores asociados a la EApermite avanzar hacia una comprensién

multidimensional e integrada del proceso neurodegenerativo.

La activacién astrocitaria y la neuroinflamacion ha sido propuesta como un posible vinculo
fisiopatoldgico entre la alteracion del sueno y el riesgo aumentado de enfermedades
neurodegenerativas. Esta hipotesis es respaldada por estudios previos donde pacientes
con trastorno del sueno cronicos presentan niveles mas elevados de biomarcadores de
origen astrocitario en plasma (134,173), asi como en pacientes en fases tempranas de la
EA, niveles mas altos de YKL-40 en LCR se asocian con peor calidad de sueno (133,174).
Sin embargo, resulta dificil establecer si la asociacion entre la arquitectura del sueno
y la elevacién de biomarcadores de origen astrocitario refleja una relacion directa o si,
por el contrario, esta mediada por la presencia de patologia de EA, dado que tanto la
disrupcion del sueno como la elevacion de biomarcadores de origen astrocitario pueden

manifestarse en fases tempranas de la enfermedad.

Evidencia experimental han demostrado que la activacion astrocitaria responde
dinamicamente a las variaciones del estado sueno-vigilia.En modelos animales,la privacion
aguda y crénica de sueno se ha asociado con un aumento de la fagocitosis astrocitaria de
elementos sinapticos y con la activacion de vias moleculares relacionadas con el recambio
sinaptico, lo que sugiere que los astrocitos participan activamente en la adaptacion del
cerebro a la vigilia prolongada (175). Hasta la fecha, la relacion entre los biomarcadores
de origen astrocitario y la arquitectura del sueno en condiciones fisiologicas ha sido
escasamente explorada. Un estudio en participantes CN se ha mostrado asociaciones entre
marcadores como GFAPy YKL-40 en LCR y parametros electroencefalograficos especificos
como la actividad sigma rapida y la expresion de huso de sueno en fase N2, incluso tras

ajustar por variables demograficas y factores de riesgo genético (176).
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El segundo trabajo de esta tesis muestra que la arquitectura del sueno se asocia de
forma consistente con los biomarcadores de origen astrocitario: un sueno mas superficial
y fragmentado se relacionan con concentraciones mayores de GFAP y YKL-40 en LCR,
mientras que un sueno mas consolidado y profundo se asocian con niveles mas bajos.
Estos hallazgos amplian la evidencia previa al evaluar la arquitectura global del sueno
mediante polisomnografia completa, ofreciendo una vision mas integral de su vinculo con

la dindmica astrocitaria.

Un aspecto que ha despertado creciente interés en el estudio del sueno es su relacion
con el sistema glinfatico y el aclaramiento de metabolitos en las enfermedades
neurodegenerativas. Este sistema se encuentra especialmente activo durante el sueno
NREM profundo y constituye uno de los principales mecanismos de eliminacion de
metabolitos y proteinas neurotdxicas (114,120,177-179). Por ello, se ha postulado que
la disfuncion del sistema glinfatico secundaria a la reduccién y fragmentacion del sueno
profundo podria constituir uno de los mecanismos que contribuyen al aumento del riesgo
de EA.

La concentracion de -amiloide y la tau en el espacio intersticial y LCR sigue un patrén
diurno (180). En condiciones fisiolégicas, sus concentraciones aumentan durante la vigilia
y disminuyen durante el sueno profundo, mientras que la privacion de sueno se asocia con
incrementos agudos de sus niveles (16,118,181,182). Sin embargo, no esta claro si esta
asociacion refleja variaciones en la producciony liberacion de estas proteinas o cambios en
los mecanismos de aclaramiento dependientes del estado sueno-vigilia.Los resultados del
segundo trabajo muestran una asociacion positiva entre parametros de sueno superficial
y fragmentado y las concentraciones de proteina tau, mientras que ni la macroarquitectura
ni la microarquitectura del sueno profundo se asocian con dichos niveles. Este patron
sugiere que las variaciones observadas podrian estar relacionadas predominantemente
con procesos de produccion o liberacién, mas que con alteraciones del sueno profundo
vinculado a la actividad glinfatica. Este patron concuerda con observaciones previas que
indican que la privacion aguda de sueno aumenta las concentraciones de -amiloide sin
cambios en su eliminacidn,y que la potenciacién farmacologica del sueno de ondas lentas

no modifica dichos niveles (119).
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Adicionalmente, se observa una asociacion negativa consistente entre la SWA y los
biomarcadores de origen astrocitario en LCR.En cambio, en plasma las concentraciones de
GFAP y NfL tienden a asociarse positivamente con SWA. Este patron plantea la hipotesis
de que el sueno profundo podria modular la distribucion relativa de biomarcadores
entre el LCR y el plasma. Si bien esta interpretacion es aun especulativa y requiere
confirmacién en estudios prospectivos de mayor tamano, en un estudio transversal de
pequeno tamano, la privacion aguda de sueno se ha asociado con un aumento de las
concentraciones de b-amiloide y tau en LCR, junto con una disminucion concomitante de
sus niveles plasmaticos (183). Profundizar en la comprensién de como el sueno modula la
dinamica compartimental LCR-plasma resulta especialmente relevante en la era actual de
los biomarcadores plasmaticos. Un mejor entendimiento de estos mecanismos permitira
interpretar con mayor precision las variaciones observadas en sangre y optimizar su
aplicacion clinica, particularmente ante la creciente proyeccidn de su uso en el diagnostico

y seguimiento de la enfermedad.

Adiferencia de nuestroresultado,estudios en adultos mayores CN han descrito asociaciones
entre la reduccion del sueno de ondas lentas y mayores concentraciones de f3-amiloide
en LCR, sugiriendo que la relacién entre el sueno profundo y los niveles de biomarcadores
centrales de la EA puede cambiar con la edad (121). En efecto, el envejecimiento se asocia
a una menor eficiencia y a una arquitectura de sueno mas superficial y fragmentada, con
reduccién del sueno profundo y del sueno REM (184). De forma concomitante, se desarrolla
un estado de activacion inmunitaria de bajo grado,denominado inflammaging,caracterizado
por aumento sostenido en la expresion de citocinas proinflamatorias,reduccion de factores
antiinflamatorios, disfunciones de las células gliales y pérdida progresiva de la capacidad
de mantener la homeostasis cerebral (185-187). Ademas, la funcionalidad del sistema
glinfatico también se reduce con la edad, lo que se ha vinculado con una menor eficiencia
en la eliminacion de proteinas implicadas en el proceso neurodegenerativo y el deterioro

cognitivo.

Sobre esta base, en los trabajos 1 y 2 de esta tesis se observa que los niveles de
biomarcadores de origen astrocitario se asocian de forma consistente con la edad.
Asimismo, la edad moder6 de manera significativa la relacion entre la SWA y los niveles
plasmaticos de GFAP.Estos hallazgos respaldan la hipotesis de que la asociacion fisiologica
entre el sueno profundo y la actividad astrocitaria no es uniforme a lo largo del ciclo vital,

sino que podria amplificarse o transformarse en el contexto del envejecimiento.
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El alelo APOE ¢4 constituye el factor de riesgo genético mas frecuente para el desarrollo
de la EA y se asocia de forma estrecha con los principales procesos fisiopatologicos de
la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales confiere un mayor
riesgo no se conocen por completo. La evidencia disponible sugiere que este alelo se
relaciona con una mayor produccién y un menor aclaramiento de b-amiloide, asi como
con una mayor neurodegeneracién asociada a tau y una respuesta neuroinflamatoria mas
intensa (188). La evidencia experimental indica que los astrocitos con APOE4 presentan
una menor eficiencia en el metabolismo y transporte de colesterol en comparacion con
APOE3. En microglia, las isoformas de APOE modulan la reactividad inflamatoria a través
de su interaccion con receptores como el receptor desencadenante expresado en células
mieloides 2 (TREM-2), asociandose APOE €4 a una respuesta mas proinflamatoria en
contextos patologicos (189). En este mismo sentido, en estudios murinos, los animales
que expresan APOE4 presentan una respuesta inflamatoria sistémica y cerebral mayor

ante estimulos inflamatorios (190).

Diversos estudios han descrito una mayor prevalencia de alteraciones del sueno en
portadores de APOE ¢4, incluso en ausencia de deterioro cognitivo. Los portadores de este
alelo presentan, en promedio, un menor tiempo total de sueno, mayor fragmentacion, una
arquitectura del sueno menos consolidada, y una reduccién del sueno REM, incluso tras
ajustar por edad,sexo,estado cognitivo y severidad de AOS (188,191 -193).Estos resultados
apuntan a una posible disfuncion temprana del sistema sueno-vigilia asociada al alelo.
No obstante, al no incluir una caracterizacién bioldgica de la enfermedad, resulta dificil
determinar si estas alteraciones reflejan un efecto primario del alelo sobre la regulacion

del sueno o una mayor carga patoldgica de EA subyacente en el grupo portador.

Nuestro trabajo muestra que APOE €4 también modula las asociaciones entre parametros
objetivos de sueno y biomarcadores de origen astrocitario en ausencia de la enfermedad.
Estos resultados sugieren que este alelo modifica la asociacién entre el sueno y
biomarcadores en condiciones fisioldgicas, de manera independientes de la patologia
Alzheimer. Futuros estudios centrados en la dinamica sueno-biomarcador en cohortes
enriquecidas por portadores de APOE ¢4 podrian ayudar a esclarecer los mecanismos a

través de los cuales este alelo confiere un mayor riesgo de EA.

En conclusion, en una cohorte de participantes CN clinico-biolégicamente caracterizados,

un abordaje multimodal que integra estudio de sueno mediante polisomnografia con
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biomarcadores de distintos dominios biologicos asociados a la EA ha permitido analizar
de forma conjunta procesos que tradicionalmente se han estudiado por separado. Este
planteamiento ha facilitado la comprension de cdmo la arquitectura del sueno relaciona
con la actividad astrocitaria y con la dinamica de biomarcadores asociados a la EA, asi
como del papel modulador del envejecimiento y del factor de riesgo genético en estas
interacciones. Los resultados apuntan a que diversos factores de riesgo vinculados a la
EA podrian confluir en la funcion astrocitaria, sugiriendo que esta podria constituir un

mecanismo intermedio en el desarrollo de la enfermedad.

7.3. Caracterizacion del patron de sueino en cohortes
clinico-biolégicamente definidas

La redefinicion clinico-bioldgica de las enfermedades neurodegenerativas ha permitido
estudiar con mayor precision el papel de las alteraciones del sueno en su fisiopatologia.
Sin embargo, el analisis de estas interacciones continua enfrentando retos metodoldgicos
relevantes. Dado el caracter bidireccional de la relacion entre sueno y enfermedad
neurodegenerativa, la interpretacion de la direccionalidad de las asociaciones sigue
siendo compleja. Ademas, la marcada variabilidad interindividual y el curso prolongado
de estas enfermedades hacen que los estudios prospectivos con seqguimiento de décadas
sean logisticamente complejos, costosos, y en muchos casos, poco factibles. Por otra
parte, existen multiples parametros relacionados con el sueno que reflejan sustratos
neurobioldgicos solo parcialmente convergentes, lo que dificulta la interpretacion aislada
de cada medida (15,138).

El estudio del sueno mediante polisomnografia completa en una poblacion con alto
riesgo biologico de enfermedades neurodegenerativas puede constituir una estrategia
intermedia valiosa. Aunque los estudios transversales en estas cohortes no permiten
establecer causalidad, pueden aportar informacidn relevante sobre patrones de asociacion
en contextos de distinta carga biologica,facilitando la generacidn de hipotesis mecanisticas
y el diseno de estudios longitudinales o de intervencion mas dirigidos. En esta tesis, esta
aproximacion se ha aplicado mediante el analisis de los cambios en el patron de sueno en

adultos con SD, una condicion genética asociada a alta carga biologica de EA.

A pesar de la evidencia que vincula alteraciones del sueno con la progresion de la EA, la

caracterizacion sistematica de como evoluciona la arquitectura del sueno a lo largo del
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continuo de la enfermedad sigue siendo limitada. En poblacion general, una duracion del
sueno excesivamente corta o prolongada se han asociado con mayor carga de amiloide
y tau, asi como con un mayor riesgo de deterioro cognitivo y demencia. Esto sugiere que
la relacién no es lineal, sino potencialmente en forma de U (194-196). Los estudios que
han evaluado individuos en distintos estadios muestran que los cambios en el patron de
sueno no son homogéneos. La reduccién del sueno REM se ha descrito como una de las
alteraciones mas tempranas y detectable ya en fase de quejas subjetivas de memoria,
mientras que el incremento del sueno superficial (N1) y la reduccion del sueno profundo
(N3) tienden a observarse en fases mas avanzadas (139). Estos hallazgos sugieren que las
alteraciones del sueno cambian a lo largo del curso de la enfermedad y podrian influir en

su progresion mediante diferentes mecanismos dependientes del estadio.

De este modo, el estudio del patron de sueno en adultos con SD resulta de especial interes,
dada la elevada prevalencia de trastornos del sueno en esta poblacion y su evolucion casi
universal hacia la EA. La relativa homogeneidad facilita la identificacién de patrones de
alteracion del sueno potencialmente vinculados a la fisipatologia de la EAy la formulacion

de hipotesis mecanisticas.

El tercer trabajo de esta tesis muestra un patrén de sueno basal alterado en esta poblacion.
En fases asintomaticas, se observa una reducciéon del tiempo total de sueno, menor
eficacia y una tendencia a mayor fragmentacion, replicando en gran medida el fenotipo
descrito en portadores de APOE ¢4 CN y en la poblacién general (191,197). De forma
particularmente relevante, este patron coexistio con una afectacion precoz y pronunciada
del sueno REM y una relativa preservacion del sueno NREM profundo, reflejada en un
mayor porcentaje de sueno N3 en comparacion con controles, hallazgos también descritos
en portadores homocigotos de APOE e4 (191,197,198). Esta convergencia sugiere que
determinadas alteraciones del ciclo sueno-vigilia pueden emerger precozmente cuando

existe una susceptibilidad bioldgica, incluso antes del desarrollo de la enfermedad.

Las medidas de mantenimiento del sueno y arquitectura muestran una tendencia a
empeorar a lo largo de los diferentes estadios de la EA. Con la progresién de la enfermedad
se observa una reduccion del tiempo total del sueno y de la eficiencia, junto con una
disminucion progresiva del sueno REM y del sueno NREM profundo (N3). Si bien estas
diferencias entre estadios no alcanzan significacion estadistica, en el grupo con SD

el sueno REM y el N3 se asocian de forma significativa con la edad. Dado que en esta
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poblacion la edad constituye el principal determinante de la carga patologica acumulada,
esta asociacion sugiere que las modificaciones de REM y N3 podrian reflejar cambios

vinculados a la evolucion de la EA.

En comparacion con estudios realizados en poblacion euploide,donde las diferencias entre
grupos clinicos tienden a ser mas marcadas (139), en la cohorte con SD los cambios entre
estadios resultan mas sutiles. Esta menor separacidn categorica podria explicarse por una
mayor alteracion basal del patréon de sueno y por la mayor homogeneidad biologica de la
muestra, en la que la progresion patologica es mas uniforme y continua, de modo que las

alteraciones del sueno se expresan mejor con un gradiente relacionado con la edad.

En el tercer trabajo de esta tesis se identifican dos parametros del sueno de particular
interés en adultos con SD: la reduccion significativa del sueno REM y la elevada frecuencia
de eventos respiratorios durante el sueno. Estas alteraciones se observan ya en fases
asintomaticas y tienden a agravarse con la edad y a lo largo de los diferentes estadios de
la enfermedad. Estos hallazgos sugieren que ambos parametros podrian estar implicados
de forma mas directa en la evolucidn de la enfermedad y construir potenciales dianas para

intervenciones dirigidas a optimizar el sueno.

Las alteraciones del sueno REM estan descritas en diferentes enfermedades
neurodegenerativas. Entre ellas destaca las sinucleinopatias, como la EP, la demencia
con cuerpos de Lewy o la atrofia multisistémica. En estas entidades, el trastorno de
conducta del sueno REM (TCSR), caracterizado por pesadillas, comportamientos
motores complejos y pérdida de atonia muscular propia de esta fase, se ha asociado de
forma consistente con la enfermedad y puede preceder en décadas a la aparicion de los
sintomas motores o cognitivos. En la actualidad, el TCSR se considera un marcador del

estadio prodrémico de estas patologias (199).

En la EA, se han descrito reducciones del sueno REM en estadios tempranos antes de
inicio de los sintomas cognitivos y tiende a disminuir y fragmentarse progresivamente en
estadios mas avanzados (139,197,200,201). Estudios poblacionales han observado que la
reduccion del porcentaje de sueno REM y el aumento de su latencia se asocian con un
riesgo aumentado de demencia (201),y se ha propuesto que la afectacién temprana de
las estructuras y circuitos implicados en la regulacién del sueno REM podria construir

uno de los mecanismos subyacentes a estas alteraciones.
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Sin embargo, en el segundo trabajo de la tesis se observa una relacidon negativa entre
la duracion del sueno REM y el nivel de los biomarcadores de origen astrocitario, Lo
que apoya su relacion con la activacion astrocitaria en condiciones fisioldgicas. Por su
parte, el trabajo 3 muestra una marcada reduccion del sueno REM incluso en el grupo
asintomatico, en el cual la carga patoldgica suele ser considerablemente menor. Estos
resultados sugieren la posible existencia de una interaccién bidireccional entre el sueno
REM y la EA, de modo que alteraciones precoces del sueno REM podrian contribuir a la
progresion de la enfermedad, siendo la neuroinflamacidn y la activacion astrocitaria un

mecanismo intermedio plausible.

Esta hipotesis se ve respaldada por estudios en modelos experimentales, en los que
la privacién selectiva de sueno REM se ha asociado con mayor activacién microglial,
incremento de citocinas proinflamatorias, pérdida sinaptica y mayor acumulaciéon de
B-amiloide (202). Asimismo, se ha descrito que los astrocitos participan en la regulacion
del sueno REM a través de mecanismos de senalizacion intracelular dependientes de
calcio, especialmente en el tronco encefalico, pudiendo suprimir su inicio y reducir el
numero de episodios REM. De manera similar, la astrogliosis en regiones promotoras de
REM se ha asociado con su reduccion y fragmentacion en modelos de EA (203-205). En
pacientes con TCSR aislado o enfermedad de Parkinson, las concentraciones plasmaticas
de GFAP y NfL se encuentran elevadas independientemente de los niveles de p-taul81,lo
que apoya la existencia de una relacion entre la disrupcién del REM y los biomarcadores
de origen astrocitario y de dano axonal en humanos (206,207). Si bien estos resultados
no permiten establecer una relacidon mecanistica directa, abren nuevas hipétesis sobre
la interaccion entre el sueno REM, la activacion glial y la neuroinflamacion, y su posible

contribucion a la progresién de la EA.

Por otro lado, la AOS constituye el trastorno primario del sueno mas frecuente en adultos
mayores en la poblacién general, con una incidencia que aumenta de forma marcada
con la edad. Multiples estudios han demostrado que la presencia de AOS se asocia con
un mayor riesgo de EA, posiblemente debido a la fragmentacion del sueno y la hipoxia
intermitente y a los mecanismos de depuracion cerebral (123,125-127). Por ello, la AOS
se ha propuesto como un factor de riesgo modificable y una diana terapéutica relevante,
dado que dispone de intervenciones eficaces como la presion positiva continua en la via
aérea (CPAP).
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En la poblacion con SD, la AOS es notablemente mas frecuente y mas grave que en la
poblacion general debido a las caracteristicas constitucionales y fisioldgicas propias de
la trisomia 21(135). Estas alteraciones se han asociado con una mayor carga cortical de
patologia Alzheimer, mayor afectacion cerebrovascular y una edad mas temprana de inicio
de demencia (208-210). De este modo, la AOS ha adquirido un interés particular en el
SD, dada su elevada frecuencia y su caracter potencialmente tratable. Sin embargo, la
evidencia disponible proviene de estudios con tamano muestral limitado y los resultados
son variables, probablemente relacionados con diferencias en los criterios de derivaciony
en los métodos diagndsticos empleados, lo que justifica la necesidad de una exploracién

sistematica en cohortes poblacionales de mayor tamano (135).

Nuestro estudio, basado en una evaluacion polisomnografica realizada en una cohorte de
base poblacional,ha permitido estimar con mayor robustez la prevalencia de AOS en adultos
con SD y analizar su evolucion a lo largo de los distintos estadios de la EA. Los resultados
confirman una marcada prevalencia de AOS,asi como una mayor severidad y mayor grado de
hipoxemia nocturna. Asimismo, estos indicadores muestran un empeoramiento progresivo
con la edad, siendo mas acentuado en los estadios mas avanzados de la enfermedad, lo
qgue pone de relieve potencial beneficio de intervenciones tempranas en esta poblacion.
Cabe destacar que los cuestionarios de cribaje proporcionados por los familiares no
fueron capaces de discriminar adecuadamente el riesgo de AOS, lo que sugiere que una
proporcion significativa de pacientes podria permanecer infradiagnosticada en ausencia

de un cribado sistematico y universal.

En conjunto, el tercer trabajo, basado en la caracterizacidn sistematica del sueno en una
cohorte clinico-biologicamente definida, ha permitido delinear la evolucidn del patrén de
sueno a lo largo del continuo de la EA e identificar parametros especialmente sensibles a
la progresion de la enfermedad. Estos resultados generan nuevas hipotesis mecanisticas
y aportan implicaciones clinicas directas en términos de cribado e intervencion temprana

de trastornos del sueno en esta poblacion de alto riesgo.

7.4. Limitaciones

La presente tesis integra varios estudios que abordan de manera multimodal la interaccion
entre los biomarcadores de origen astrocitario, la arquitectura del sueno y los procesos

fisiopatologicos implicados en las enfermedades neurodegenerativas, en el contexto
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de cohortes clinico-biologicamente caracterizadas. Este enfoque ha permitido analizar
dichos procesos desde una perspectiva mas amplia e integrada. No obstante, pese a esta
aproximacion multidimensional, existen limitaciones metodologicas y conceptuales que

deben considerarse para una adecuada interpretacion de los resultados.

En primer lugar, en el estudio centrado en biomarcador de origen astrocitario plasmatico
como herramienta diagnostica y pronostica, los pacientes con DFT no contaban con
confirmacién anatomopatologica, por lo que no puede descartarse completamente la
presencia de heterogeneidad bioldgica intragrupo. No obstante,todos los pacientes fueron
evaluados mediante un protocolo clinico exhaustivo y la presencia de EA fue excluida
sistematicamente mediante biomarcadores fisiopatologicos.Asimismo, el tamano muestral
de los subgrupos no permitio explorar en particular el comportamiento diferencial de
los biomarcadores segun la sospecha de subtipo clinico patoldgico. En consecuencia,
los resultados deben interpretarse principalmente a nivel del espectro global de la DFT,

teniendo en cuenta esta heterogeneidad intragrupo.

El diseno observacional y transversal de los estudios que integran la arquitectura del
sueno, los biomarcadores y la EA impide establecer relaciones causales entre estos
procesos. Este diseno es adecuado para identificar asociaciones tempranas en cohortes
bien caracterizadas desde el punto de vista bioldgico, pero no permite determinar la
direccionalidad de estas asociaciones. La confirmacion de estas relaciones requerira

estudios longitudinales con evaluaciones repetidas de sueno y biomarcadores.

Otra limitacidn relevante es el tamano muestral moderado, particularmente en el estudio
que combina polisomnografia con biomarcadores. A pesar de ello, la cohorte incluida esta
profundamente caracterizada desde el punto de vista clinico y bioldgico, y los analisis
estadisticos se han ajustado cuidadosamente por factores de confusidn relevantes, lo que
permite identificar asociaciones consistentes, aunque reduce la capacidad para explorar

interacciones complejas.

Finalmente, la relacion entre el sueno, el sistema de depuracion y la dinamica de
los biomarcadores en enfermedades neurodegenerativas constituye un ambito de
investigacion todavia incipiente. Una parte de la interpretacién fisiopatologica de los
resultados se apoya necesariamente en evidencia procedente de modelos animales, dado

que los mecanismos subyacentes han sido escasamente explorados en estudios humanos.
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En consecuencia, el marco integrador propuesto debe entenderse como una aproximacion
conceptual orientada a la generacion de hipotesis, cuya validacion mecanistica requerira

estudios longitudinales y estrategias multimodales adicionales.
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8. CONCLUSIONES

1)

Los resultados de la presente tesis demuestran que abordar las enfermedades
neurodegenerativasdesde unenfoque multidimensionalincorporandobiomarcadores
de origen astrocitario y parametros objetivos del sueno mejora la comprension de su
fisiopatologia y favorece una caracterizacién biolédgica mas precisa, aportando valor

diagnostico y prondstico adicional.

Los hallazgos de esta tesis apoyan la hipotesis de que los astrocitos participan en
multiples niveles de la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas y
podrian constituir un mecanismo mediador entre diferentes dominios patologicos.
La incorporaciéon de estos biomarcadores permite estudiar in vivo la actividad
astrocitaria y contribuye a conectar los distintos procesos fisiopatolégicos implicados

en la enfermedad.

El estudio de cohortes clinico-bioldgicamente caracterizadas, como la poblacion
con SD, ha permitido contextualizar las alteraciones del sueno dentro del continuo
fisiopatologico de la enfermedad. Esta aproximacion facilita una comprension mas
integradayajustada a la complejidad del proceso,y pone de manifiesto la importancia
de cohortes bien caracterizadas como base para avanzar hacia modelos explicativos

mas precisos de las enfermedades neurodegenerativas.
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9. FUTURAS DIRECCIONES

A partir de los resultados obtenidos, se plantean varias lineas de investigacion futuras
que constituyen una continuacion natural del trabajo realizado en esta tesis. Estas lineas
se sustentan de cohortes activas, metodologias ya implementadas y analisis actualmente
en curso, y estan orientadas a profundizar en el papel de los biomarcadores de origen
astrocitarioyelestudiodelsuenoen la caracterizacién multidimensional de los mecanismos
implicados en el desarrollo y la evolucion de las enfermedades neurodegenerativas, asi

como en la deteccidn precoz, la estratificacion de riesgo y el seguimiento de la progresion.

Si bien a lo largo de la discusion se han planteado diversas hipétesis derivadas de los
resultados obtenidos, en esta seccion se presenta lineas de investigacion mas inmediata y
factible, orientadas a su implementacion en el entorno actual del trabajo y en las cohortes

ya disponibles.

En el contexto actual de implementacion de biomarcadores plasmaticos como herramienta
diagnostica a gran escala y ante la llegada de terapias modificadoras de la enfermedad,
resulta fundamental identificar biomarcadores accesibles, escalables y minimamente
invasivos que mejoren la precision diagnostica, la estratificacion del riesgo de progresion
y la monitorizacion de la respuesta terapéutica. En este escenario, la evidencia disponible
indica que los niveles plasmaticos de GFAP se eleva de forma muy precoz en la EAy sugiere
que la activacion astrocitaria podria situarse en una posicion intermedia entre la patologia
amiloide y el deposito neurofibrilar de tau (29,75,211). Dado que los biomarcadores
plasmaticos de tau fosforilada, y en particular p-tau217, ya se encuentra integrado en la
practica investigadora y en muchos casos en la clinica, resulta pertinente evaluar si la
incorporacion de GFAP plasmatico permite refinar el diagnostico bioldgico, especialmente
en individuos con valores cercanos a los puntos de corte diagndsticos, optimizando asi el

rendimiento diagnostico y prondstico de estrategias no invasivas.

La elevada prevalencia de individuos asintomaticos con niveles de p-tau217 compatibles
con el diagnostico biolédgico para EA ha generado una considerable inquietud en la
comunidad cientifica y clinica, ya que el inicio de los sintomas y el curso clinico muestran
una marcada variabilidad interindividual. Estudios recientes han explorado el uso de
p-tau217 para estimar la edad de inicio de sintomas en estos individuos, demostrando un

error mediano estimado de 3 a 3,7 anos. Cabe destacar que la correlacion entre la edad
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predicha y la edad real de inicio de los sintomas es unicamente moderada, lo que limita
su utilidad predictiva a nivel individual (212). Considerando que el GFAP plasmatico ha
mostrado un potencial pronostico prometedor, se plantea que su incorporacién a modelos
basados en p-tau217 podria mejorar la precision en la estimacién de la edad de conversion

sintomatica y optimizar la seleccion de candidatos para intervenciones terapéuticas.

Los hallazgos de esta tesis apoyan una visidon bidireccional y dinamica de la relacidn
entre el sueno y la evolucién de la EA, en la que la actividad astrocitaria emerge como un
potencial mecanismo mediador. Dado que multiples estudios,incluidos los resultados aqui
presentados, muestran que los biomarcadores de origen astrocitario se asocian de forma
consistente con un perfil de sueno mas superficial y fragmentado (173,174),y considerando
que la arquitectura del sueno cambia a lo largo de la evolucién de la enfermedad, cabe
plantear que un patron de sueno mas desfavorable podria relacionarse con una mayor
activacion astrocitaria y un estado proinflamatorio, contribuyendo potencialmente a la
progresion de la enfermedad. Sobre esta base, se propone analizar los cambios en la
arquitectura del sueno en relacién con biomarcadores de origen astrocitario a lo largo de
los distintos estadios de la EA, asi como su impacto sobre la progresion clinica evaluada
mediante estudio neuropsicoldgico, técnicas de neuroimagen y medidas de funcionalidad.
La aplicacion de aproximaciones pseudotemporales,utilizando la edad como aproximacién
a la carga patologica acumulada en cohortes con alto riesgo bioldgico como SD, podria
permitir una mejor comprensiéon de los mecanismos mediante los cuales el sueno
contribuye al desarrollo y progresidn de la enfermedad, asi como facilitar la identificacion

de posibles dianas y ventanas terapéuticas para intervenciones dirigidas al sueno.

Asimismo, a pesar del papel clave del sueno REM en la plasticidad sinaptica, la
consolidacion de la memoria y otras funciones cognitivas superiores, su relacién
con los biomarcadores vinculados a la fisiopatologia de la EA sigue siendo un ambito
relativamente poco explorado. La afectacion precoz del sueno REM en la enfermedad
sugiere que su estudio conjunto con biomarcadores de origen astrocitario, de tau y de
neurodegeneracion podria aportar informacidn relevante sobre mecanismos tempranos
de disfuncién neuronal y sinaptica (139). El desarrollo de estudios que conecten el sueno
REM con los biomarcadores y con el rendimiento cognitivo y funcional constituye una
linea de investigacion especialmente prometedora para avanzar en la comprension de
los mecanismos que vinculan la disfuncion del sueno con la heterogeneidad clinica y la

progresion de la enfermedad.
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11. ANEXOS

11.1. Anexo 1: Material suplementario artitulo n?1: Proteina
glial fibrilar acida y neurofilamento de cadena ligera
en plasma para la evaluacion diagnodstica y prondstica

de demencia frontotemporal

Additional data 1: Diagnostic accuracy of plasma biomarkers and their combination to differentiate

between FTD, AD and CN in age-matched group
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Receiver operating characteristic curves (ROC) for plasma GFAP, plasma

neurofilament light,

their combination, a basic model with risk factors (age, sex and APOE) and a combination of

plasma biomarkers with additional risk factors to assess the accuracy to discriminate FTD from

AD (A), FTD from normal cognitively normal (B), and AD from cognitively normal (C) in age

matched group. Abbreviations: AUC = area under the curve; pGFAP = plasma Glial fibrillary

acidic protein; pNfL = plasma Neurofilament light; FTD = Frontotemporal dementia; AD =

Alzheimer’s Disease; CN = cognitively normal participants
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Additional data 2: The correlation of pGFAP with CSF AD-specific biomarkers

A B Correlaticn between pGFAP and Amyloid-PET centiloid ajusted by age
Corralation batween pGFAP and CSF AB42/ABAQ concentrations ajusted by age
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Corralation botweon pGFAP and CSF tTau concentrations ajusted by age Carralation betwoen pGFAP and CSF pTau concentrations ajusted by age

Al Grovp. i 7oy o Al Group o 40 o
Rhofpusius)  0JB[p0001)  O15(p03]  029(p-012) 0001 (097 Rholpwalve) 033ip<0.001)  028{p=012fp  012{p05Y  0.001(pe0.3)|

Correlation of pGFAP with CSF AB42/AB40 ratio (A), Amyloid-PET centiloid (B), CSF total Tau (C) and

CSF phosphorylated Tau (D) in the whole sample, FTD, AD and normal cognitively. All the
correlation analysis are adjusted by age and sex. Abbreviations: pGFAP = plasma Glial fibrillary

acidic protein; AB42/AB40 = AB42/AB40 ratio; tTau = total Tau; pTau = phosphorylated Tau; FTD =
Frontotemporal dementia; AD = Alzheimer’s Disease; CN = Cognitively normal participants
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11.2. Anexo 2: Material suplementario articulo n? 2: Los
cambios en biomarcadores de origen astrocitario
relacionados con el suefo son modulados por el alelo
APOE €4 en personas cognitivamente sanas
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Moderating effect of age
A log(plasma GFAP)(pg/mL) B

B=-0.09 (p=0.392)
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Supplementary Figure 1. Moderating effect of age and sex on the associations
between sleep parameters and fluid biomarkers.

(Panels A and C, left) Forest plots showing standardized regression coefficients (dots
indicating B), 95% confidence intervals (bars) and p-values from multivariate models
including interaction terms between age or sex and sleep parameters, adjusted for age,
sex, APOE genotype, BMI and OSA where appropriate. Statistically significant effects
(p<0.05 and 95% ClI not including zero) are shown in red. Biomarkers and skewed sleep
parameters (e.g., SWA) were log-transformed prior to analysis (N = 47 for models with
CSF biomarkers; N = 51 for models with plasma biomarkers).

(Panels B, D, and E, right) Interaction plots illustrating stratified associations between
sleep parameters and biomarkers. For age, lines represent predicted associations at
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mean age (green solid line), 1 SD below the mean (blue dashed line), and 1 SD above
the mean (pink dashed line), with shaded areas indicating 95% confidence intervals.
For sex, lines represent predicted associations for women (blue) and men (orange),
with shaded areas indicating 95% confidence intervals.

Abbreviations: log = logarithmic transformation; CSF = cerebrospinal fluid; GFAP = glial
fibrillary acidic protein; YKL40 = chitinase-3-like protein 1, TST = total sleep time;
N1(min) = N1 stage duration; N2(min) = N2 stage duration; N3(min) = N3 stage
duration; REM(min) = REM stage duration; SWA = average slow-wave activity; APOE
&4+ = APOE €4 carrier; BMI = body mass index.

Supplementary Table 4. Summary of moderation models by Age and Sex
RSE Adjusted R2 F-statistic p value

Age x SWA interaction on astrocytic fluid biomarkers

log(plasma GFAP) 0.3937 0.2836 5.75 0.0008

Sex x sleep microarchitecture interaction on astrocytic fluid biomarkers

log(CSF YKL-40) 0.2131 0.6824 13.35 <0.0001
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11.3. Anexo 3: Material suplementario articulo n2 3: El
impacto de la enfermedad de Alzheimer en el suefo
en pacientes con sindrome de Down
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1.

Table S1. DS’s participants demographic characteristics and medical data across the AD

Participant Characteristics

continuum (aDS, pDS, and dDS).

aDs pDS dDS
p-value
N=154 N=25 N=50

AGE <0.001

37.0(10.3) | 53.9(5.79) | 51.4(5.91)
mean (SD) - years b
SEX

65 (42.2%) | 11 (44.0%) | 26 (52.0%) 0.480
Female, n (%)
ID
Mild, n (%) 62 (40.3%) 6 (24.0%) | 12 (24.0%) 0.032
Moderate, n (%) 72 (46.8%) | 15(60.0%) | 29 (58.0%) ' .
Severe/profound, n (%) 15 (8.7%) 3 (12.0%) 8 (16.0%)
BMI

28.4 (5.67) | 27.3(5.37) | 26.5(3.93) 0.096
mean (SD) - kg/m?
APOE

) 22 (14.3%) 8 (32.0%) 7 (14.0%) 0.106

g4-carriers, n (%)
VASCULAR RISK FACTORS
HT, n (%) 4 (2.6%) 1(4.0%) 1(2.0%) 0.896
DM, n (%) 4 (2.6%) 1(4.0%) 0 (0%) 0.462
DLP, n (%) 20 (13.0%) 7 (28.0%) 7 (14.0%) 0.168
TREATMENT
Use of any psychotropic | 32 (20.8%) 5(20.0%) | 17 (34.0%) 0.145
medication, n (%)

Notes: Continues data are mean (SD) and categorical data are n (%). Statistical differences with
asterisks denoting significance thresholds: ***(p<0.001), **(p<0.01), and *(p<0.05). Abbreviations:
DS, Down syndrome; aDS, asymptomatic Down syndrome; pDS, prodromal Down syndrome; dDS,
Down syndrome with Alzheimer’s disease dementia; SD, standard deviation; ID, intellectual
disability; BMI, body mass index; APOE, apolipoprotein E; HT, hypertension; DM, diabetes mellitus;
DLP, Dyslipidemia.

As expected, age increase along the AD continuum, and both pDS (z=8.582, p<0.001) and dDS
(z=9.701, p<0.001) group were older than aDS, despite there were no significant differences
between symptomatic group (even being the pDS the oldest one; mean age 53.9 * 5.79 years).

Moreover, although the global Chi-squared test indicated a significant association between ID
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and groups across the AD continuum in DS, none of the individual pairwise comparisons did so
after adjusting for multiple tests. This suggests that while there is a general association, there
were no strong or specific differences between pairs of clinical diagnosis in relation to ID level.
The other variables shown in Table S1 assessing participants demographics, vascular risk

factors and treatment did not show significant differences across the AD continuum.

2. Subjective sleep questionnaires

Table S2. Sleep questionnaire scores across the AD continuum (aDS, pDS, and dDS) within the

DS group.
aDs pDS dDS
p-value
N=154 N=25 N=50
PsaQl 0.014
414 (2.99) | 5.43(3.44) | 5.62(3.72)
Mean (SD) *
ESS <0.001
6.06 (4.29) | 8.76 (6.02) | 9.33(5.69)
Mean (SD) o
BQ
o 13 (8.4%) 0 (0%) 7 (14.0%) 0.114
High risk, n (%)
PASHOS
4.70 (3.07) | 5.45(3.17) | 4.49(3.04) 0.051
Mean (SD)
SB
o 1(7.1%) 1(4.0%) 3 (6.0%) 0.590
High risk, n (%)

Notes: Continues data are mean (SD) and categorical data are n (%). Statistical differences
(adjusted by age, sex, and BMI) with asterisks denoting significance thresholds: ***(p<0.001),
**(p<0.01), and *(p<0.05). Abbreviations: DS, Down syndrome; aDS, asymptomatic Down syndrome;
pDS, prodromal Down syndrome; dDS, Down syndrome with Alzheimer’s disease dementia; SD,
standard deviation; PSQI, Pittsburgh Sleep Quality Index; ESS, Epworth Sleepiness Scale; BQ,
Berlin Questionnaire; SB, Stop Bang; PASHOS; Advanced Platform for Sleep Apnea Syndrome

Assessment

Following the same findings identified in the comparison between asymptomatic and
symptomatic participants within the DS group stated in the main manuscript, we only identified
group differences for the PSQI and ESS subjective sleep questionnaires along the AD
continuum (PSQI: F=4.305, p=0.014, and EES: F=8.448, p<0.001). Specifically, the dDS group

obtained significantly higher scores than aDS for PSQI and we identified and increase as AD

185



I ANEX0S

progress across the groups (aDS < pDS: z=2.468, p=0.035; aDS < dDS: z=3.872, p<0.001)

when the ESS scores were evaluated.

3. Objective sleep measures

Table S3. Polysomnography sleep and respiratory data across the AD continuum (aDS, pDS,
and dDS).

aDS pDS dDS
p-value
N=154 N=25 N=50
TST
) 302 (108) 296 (114) 279 (96.6) 0.260
(min)
SE
%) 65.4 (23.0) 62.4 (24.1) 60.9 (19.6) 0.299
(o)
WASO
) 148 (68.0) 157 (89.6) 146 (75.6) 0.760
(min)
SL
45.1 (59.6) 57.8 (94.6) 43.4 (60.1) 0.655
(min)
REML
) 189 (85.0) 160 (96.1) 181 (104) 0.318
(min)
NREM N1
(%) 15.0 (12.9) 11.5 (9.90) 19.3 (20.7) 0.094
(min) 41.2 (34.5) 30.8 (26.4) 43.9 (41.3) 0.341
NREM N2
(%) 48.7 (12.3) 46.8 (16.4) 50.3 (16.9) 0.470
(min) 146 (67.6) 145 (81.6) 146 (75.6) 0.958
NREM N3
(%) 27.5 (14.2) 29.9 (17.1) 23.7 (14.7) 0.223
(min) 81.3 (48.5) 85.8 (53.2) 68.8 (48.0) 0.190
REM
(%) 8.37 (5.89) 7.73 (6.07) 6.72 (5.74) 0.177
(min) 28.6 (23.0) 24.0 (19.6) 20.7 (18.5) 0.048*
AHI 0.008
23.6 (24.6) 36.0 (27.4) 31.6 (24.3)
(event/h) *
AHI REM
22.5(27.0) 29.5 (28.5) 24.9 (30.8) 0.516
(event/h)
AHI NREM 0.019
24.0 (26.5) 36.2 (27.8) 31.5(24.3)
(event/h) *
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SpO0: 0.007
94.6 (5.19) 90.3 (11.4) 93.6 (5.34)
(%) -
oDI 0.024
20.1 (23.3) 32.5(26.9) 25.6 (23.5)
(event/h) *
T90 0.039
7.85(15.1) 13.5 (14.1) 13.5(17.1)
(%) *
NAW 23.8 (13.0) 20.2 (16.0) 24.6 (12.9) 0.473
RA
15.5 (17.3) 21.7 (21.2) 19.4 (17.8) 0.055
(events/h)
Al
25.6 (17.7) 28.7 (21.7) 28.7 (16.7) 0.288
(events/h)

Notes: Continues data are mean (SD) and categorical data are n (%). Statistical differences
(adjusted by age, sex, and BMI) with asterisks denoting significance thresholds: ***(p<0.001),
**(p<0.01), and *(p<0.05). Abbreviations: DS, Down syndrome; aDS, asymptomatic Down syndrome;
pDS, prodromal Down syndrome; dDS, Down syndrome with Alzheimer’s disease dementia; SD,
standard deviation; TST, total sleep time; SE, sleep efficiency; WASO, wakefulness after sleep
onset; SL, sleep latency; REML, rapid eyes movement sleep; NREM N1, NREM N2, NREM N3, no-
REM stages N1, N2, and N3; AHI, apnea-hypopnea index; AHI REM, apnea-hypopnea index during
REM phase; AHI NREM, apnea-hypopnea index during no-REM phase; SpQO2, basal oxygen
saturation; ODI, oxygen desaturation index; T90, percentage of oxygen saturation <90% for more
than 30% of the sleep registration period; NAW, number of awakenings; RA, respiratory arousal

index; Al, arousal index; min, minutes; h, hours.

The group comparisons across the AD continuum mimic the same trend described when we
assessed the differences between asymptomatic and symptomatic participants within the DS
group (aDS vs. sDS). There were no significant differences regarding sleep macrostructure
variables, and despite sleep maintenance measures worsened across the AD continuum the
groups differences did not reach significance except for REM phase (F=3.071, p=0.048) when
measure as time in minutes in the comparison between aDS vs dDS (z=2.630, p=0.022).
However, we detected differences among the respiratory-related variables (ODI: F=3.788,
p=0.024; T90: F=3.293, p=0.039; SpO.: F=5.004, p=0.007). When evaluating pairwise
differences, we identified that both pDS (z= 3.041, p=0.007) and dDS (z=2.888, p=0.011)
exhibited worse profiles compared to aDS in ODI. Additionally, pDS showed a worse profile than
aDS in SpO, (z=3.098, p=0.005). Significant differences in T90 were observed between dDS
and aDS (z=3.442, p=0.001).

187



I ANEX0S

Furthermore, significant differences were found in the AD continuum in DS for total AHI
(F=4.851, p<0.001) and AHI during the non-REM phase (F=4.019, p=0.019). In both AHI
measures, aDS exhibited lower values than pDS (AHI: z= 2.832, p=0.013; AHI NREM: z=2.633,
p=0.022) and dDS (AHI: z=4.015, p=0.003; AHI NREM: z=3.001, p=0.008), while no statistical

differences were found between the symptomatic groups.

4. Age-related changes

Table S4. Associations between age and subjective sleep questionaries and objective sleep

measures (polysomnography sleep and respiratory data) for HC, DS and HC*DS interaction.
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HC DS HC*DS interaction

(p-value) (p-value) (p-value)
Psal 0.819 0.039 0.154
ESS 0.985 <0.001*** 0.029*
PASHOS 0.053 0.277 0.517
TST 0.359 0.039* 0.466
SE 0.226 0.026* 0.536
WASO 0.084 0.721 0.240
SL 0.794 0.896 0.839
REML 0.542 0.907 0.765
NREM N1
(%) 0.174 0.102 0.755
(min) 0.152 0.430 0.670
NREM N2
(%) 0.512 0.086 0.159
(min) 0.211 0.935 0.433
NREM N3
(%) 0.833 0.017* 0.163
(min) 0.845 <0.001*** 0.042*
REM
(%) 0.746 0.006** 0.216
(min) 0.187 <0.001*** 0.608
AHI 0.016* <0.001*** 0.007**
AHI REM 0.004** 0.044* 0.826
AHI NREM 0.043* <0.001*** 0.020*
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SpO0; <0.001*** 0.05** 0.402
oDl 0.077 <0.001*** 0.005**
T90 0.186 <0.001*** 0.023*
NAW 0.047 0.603 0.384
RA 0.018* <0.001*** 0.034*
Al 0.243 <0.001*** 0.204

Notes: Statistical differences (adjusted by sex and BMI) with asterisks denoting significance
thresholds: ***(p<0.001), **(p<0.01), and *(p<0.05). Abbreviations: DS, Down syndrome; PSQI,
Pittsburgh Sleep Quality Index; ESS, Epworth Sleepiness Scale; PASHOS; Advanced Platform for
Sleep Apnea Syndrome Assessment; TST, total sleep time; SE, sleep efficiency; WASO,
wakefulness after sleep onset; SL, sleep latency; REML, rapid eyes movement sleep; NREM N1,
NREM N2, NREM N3, no-REM stages N1, N2, and N3; AHI, apnea-hypopnea index; AHI REM,
apnea-hypopnea index during REM phase; AHI NREM, apnea-hypopnea index during no-REM
phase; SpOz, basal oxygen saturation; ODI, oxygen desaturation index; T90, percentage of oxygen
saturation <90% for more than 30% of the sleep registration period; NAW, number of awakenings;

RA, respiratory arousal index; Al, arousal index; min, minutes.
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