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Resum 
 
 
 
 
 

Actualment, el tractament de la MA és una necessitat mèdica no coberta, ja que 
només existeixen tres grups de fàrmacs aprovats que no són suficientment eficaços 
pel control de la malaltia. La naturalesa complexa de la fisiopatologia de la MA i 
la manca de biomarcadors són els principals obstacles per al desenvolupament de 
nous fàrmacs pel tractament de la MA. Tenint en compte l’alta taxa de fracàs, 
l’optimització dels fàrmacs ja en el mercat representa una eina interessant ja que 
es reduirien els costos en comparació amb l’assaig de nous compostos dirigits a 
noves dianes.  

La memantina, un antagonista dels receptors NMDA, ha demostrat beneficis 
clínics en relació tant en aspectes cognitius i no cognitius, com en vies moleculars 
implicades en el procés neurodegeneratiu. Malgrat tot, la seva efectivitat és 
limitada. Per aquest motiu, aquesta tesi doctoral s’ha centrat en caracteritzar 
farmacològicament en models in vivo dos nous compostos anàlegs a la memantina 
(l’RL-208 i l’UB-ALT-EV) que s’han desenvolupat amb l’objectiu de millorar 
l’eficàcia terapèutica de la memantina. Durant la tesi doctoral, es van dur a terme 
estudis cognitius i de comportament en el nematode C.elegans, en un model de 
ratolí amb senescència accelerada (SAMP8) i en un model de ratolí transgènic de 
la MA, el 5XFAD, després del tractament amb els nous antagonistes. A més, es 
va avaluar molecularment vies associades a la MA per poder avaluar l’efecte 
modulador dels antagonistes dels receptors NMDA sobre elles.  

Els resultats obtinguts en el models animals de ratolí demostren com el tractament 
crònic per via oral a una dosi baixa amb els nous compostos és capaç de millorar 
les alteracions de la memòria, així com regular les alteracions de la conducta social 
i el comportament de tipus ansiós. Per altra banda, el compost UB-ALT-EV va 
demostrar efectes positius sobre els dèficits locomotors i del comportament els 
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cucs C.elegans causats per l’acumulació del pèptid β-amiloide. Així mateix, els 
antagonistes del receptor NMDA avaluats van reduir els marcadors 
neuropatològics típics de la MA com la formació i l’acumulació del pèptid Aβ i 
la fosforilació de la proteïna tau. De la mateixa manera es va demostrar 
l’efectivitat dels nous compostos en la modulació de vies de senyalització 
molecular implicades en la neurodegeneració, com la desregulació dels nivells de 
calci intracel·lular, l’estrès oxidatiu, el flux autofàgic i la neuroinflamació.  

De manera global, els estudis duts a terme en aquesta tesi permeten demostrar 
l’efecte neuroprotector dels dos antagonistes del receptor NMDA a més de 
suggerir que l’optimització de fàrmacs aprovats suposa una estratègia de 
desenvolupament de nous fàrmacs que permetria l’abordatge de la MA de manera 
més eficaç. Particularment, donada la capacitat dels nous compostos de regular no 
només aspectes cognitius i no cognitius sinó també vies moleculars implicades en 
el procés neurodegeneratiu, aquestes noves teràpies podrien acabar sent 
considerades com teràpies modificadores de la malaltia i no només tractaments 
simptomatològics.  
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Estructura de la tesi 
 
 
 
 

 

La present tesi doctoral es presenta en els següents capítols: 

Capítol 1- Introducció: Presenta els antecedents i resumeix la informació 
existent sobre la temàtica en la qual s'emmarca aquesta tesi, en aquest cas, els 
receptors NMDA i la malaltia d'Alzheimer, amb especial consideració a la seva 
estreta relació. 

Capítol 2- Objectius: Conté l'objectiu general i els aspectes centrals que es van 
abordar durant el desenvolupament d'aquesta tesi i al començament de cada treball 
científic. 

Capítol 3- Mètodes i Resultats: Es divideix en quatre estudis on es demostren 
els efectes beneficiosos, després del tractament amb els nous antagonistes del 
receptor NMDA, sobre la cognició, el comportament i sobre vies moleculars 
alterades durant la malaltia d’Alzheimer en el nematode C.elegans, i en dos 
models de ratolí de la malaltia d’Alzheimer. 

Capítol 4- Discussió: Ofereix una interpretació en profunditat dels resultats 
obtinguts al llarg de la tesi doctoral, procurant establir relacions entre les 
conclusions i les evidències descrites a la bibliografia.  

Capítol 5- Conclusions: Conté un conjunt de conclusions finals basades en les 
troballes recollides en els quatre treballs d’investigació. 

L’Annex: Conté resultats preliminars obtinguts durant la realització de la tesi, els 
quals no s’han tingut en compte per al contingut principal de la tesi.

A continuació es mostren els quatre articles científics que conformen el contingut 
de la present tesi doctoral: dos d'ells publicats, i els altres dues enviats a dos 
revistes per la seva publicació: 
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1.1 Glutamat al Sistema Nerviós Central 
Des de la dècada dels anys setanta es coneix el glutamat com el principal 
neurotransmissor excitador del sistema nerviós central (SNC) dels mamífers. El 
glutamat és alliberat a nivell presinàptic a través de vesícules mitjançant un 
mecanisme dependent de calci (Ca2+) i posteriorment actua a nivell postsinàptic 
unint-se a receptors ionotròpics i metabotròpics específics (Reiner & Levitz, 
2018). Els receptors ionotròpics de glutamat (iGluRs) es troben tant a cèl·lules 
neuronals com no neuronals, sent essencials per la senyalització de glutamat en 
diferents processos associats a funcions fisiològiques, com ara l’aprenentatge i la 
memòria (Reiner & Levitz, 2018).  

Els iGluRs són associacions de proteïnes integrals de membrana formades per 4 
subunitats grans (amb més de 900 residus) que conformen un canal iònic central 
(Traynelis et al., 2010). Les subunitats dels receptors de glutamat són estructures 
modulars que contenen 4 dominis semi-autònoms: el domini extracel·lular amino-
terminal, el domini extracel·lular d’unió al lligand, el domini transmembrana, i el 
domini intracel·lular carboxi-terminal (Traynelis et al., 2010).  S’han identificat 
múltiples tipus d’iGluRs; entre ells es troben els receptors N-metil-D-aspartat 
(NMDA), els receptors α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiònic (AMPA) 
i els receptors kainat. Aquestes famílies es caracteritzen per ser canals permeables 
a cations, essent variable la permeabilitat als ions de sodi (Na+) i Ca2+ segons la 
família i la composició de subunitats de cada receptor. Cadascun dels receptors 
està format per homo- o hetero-tetràmers de subunitats específiques, generant un 
gran nombre de subtipus de receptors, amb diferents propietats fisiològiques 
(Meldrum, 2000). 

La família dels receptors NMDA és essencial durant els processos de memòria i 
aprenentatge donada la seva funció reguladora de la transmissió i la plasticitat 
sinàptica (Hansen et al., 2018). Hi ha un gran nombre de malalties causades per 
mutacions en els gens que codifiquen pels receptors NMDA i la majoria d’elles 
estan relacionades amb trastorns del desenvolupament neurològic (Endele et al., 
2010; C. Hu, Chen, Myers, Yuan, & Traynelis, 2016; Stroebel & Paoletti, 2021; 
XiangWei, Jiang, & Yuan, 2018). Per aquest motiu, els receptors NMDA es 
consideren dianes farmacològiques amb un alt potencial terapèutic (Yan Zhang, 
Li, Feng, & Wu, 2016). 
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1.2 Els receptors NMDA 
Els receptors NMDA presenten una sèrie de característiques que els fan únics 
entre els iGluRs. Són els únics receptors sinàptics que necessiten la unió de dos 
agonistes, el glutamat i la glicina (o D-serina) per a la seva activació (Benveniste 
& Mayer, 1991; Kleckner & Dingledine, 1988). Aquesta activació però, està 
condicionada per l’alliberació presinàptica de glutamat (Berger, Dieudonné, & 
Ascher, 1998). Són permeables principalment a l’entrada de Ca2+, però a més 
permeten l’entrada de Na+ i potassi (K+). A més, es caracteritzen per tenir un filtres 
de selectivitat del canal iònic, on un conjunt de residus d’asparagina doten al 
receptor d’una gran sensibilitat als canvis locals de potencial de membrana, a 
través del bloqueig del canal mitjançant el ió magnesi (Mg2+) (Stroebel & Paoletti, 
2021).  

1.2.1 Subunitats i subtipus de receptors NMDA 

Les subunitats dels receptors NMDA estan codificades per 7 gens diferents. Un 
únic gen anomenat GRIN1, quatre gens GRIN2 i dos gens GRIN3 que codifiquen 
per les subunitats GluN1, GluN2A-D i GluN3A-B (Traynelis et al., 2010). 
Aquestes unitats presenten un assemblatge hetero-tetramèric de subunitats que 
conjuntament formen el canal iònic central del receptor NMDA. Cada subtipus de 
receptor es caracteritza per tenir unes propietats funcionals úniques i específiques 
que venen determinades per les combinacions de subunitats que formen 
l’heteròmer. De fet, la combinació de diferents subunitats determina l’afinitat al 
glutamat, la sensibilitat al Mg2+ i la cinètica del canal de cada subtipus de receptor 
NMDA (S. G. Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004). 

Totes les subunitats dels receptors NMDA comparteixen una tipologia d’inserció 
a la membrana, sempre  formada per quatre dominis: un domini extracel·lular 
amino-terminal encarregat de la regulació al·lostèrica i de l’assemblatge de la 
subunitat, que contribueix al control de l’obertura del canal; un domini d’unió a 
lligand format per dos segments discontinus (S1 i S2), que s’uneix als agonistes i 
antagonistes per controlar l’obertura del canal iònic; un domini transmembrana 
que conté tres segments transmembrana (M1, M3 i M4) i un “bucle de porus” re-
entrants (M2) que forma part del porus del canal i que conté un residu 
d’asparagina, encarregat de determinar la permeabilitat del Ca2+ del canal i 
controlar el bloqueig per Mg2+. Finalment trobem un domini intracel·lular 
carboxi-terminal que interactua amb les proteïnes citosòliques (J. Liu, Chang, 
Song, Li, & Wu, 2019). Els dominis d’unió a lligand de les subunitats GluN2 
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contenen el lloc d’unió a glutamat, mentre que els mateixos dominis per GluN1 
contenen el lloc d’unió del co-activador glicina (Hackos & Hanson, 2017). En la 
majoria dels casos, els receptors NMDA estan formats per dues subunitats d’unió 
a glicina GluN1 i per dues subunitats d’unió a glutamat GluN2 (C.-H. Lee et al., 
2014) (Figura 1). Encara que, també poden incloure subunitats d’unió a glicina 
GluN3. Aquesta última subunitat s’ha demostrat que pot actuar com una subunitat 
reguladora en algunes regions durant el desenvolupament (Chatterton et al., 2002).  

 

 
Figura 1. Esquema de l’estructura dels receptors NMDA. 

1.2.2 Expressió i localització  dels receptors NMDA al SNC 

Dins el SNC, els receptors NMDA s’expressen a les neurones, als astròcits i als 
oligodendròcits (Káradóttir, Cavelier, Bergersen, & Attwell, 2005; Lalo, 
Pankratov, Kirchhoff, North, & Verkhratsky, 2006). A les neurones, es troben a 
les zones presinàptiques i postsinàptiques, mentre que a les interneurones 
GABAèrgiques corticals els receptors NMDA es troben distribuïts al llarg dels 
eixos dendrítics (Goldberg, Yuste, & Tamas, 2003). Respecte als diferents 
subtipus de receptors NMDA, aquests es distribueixen per tot el cervell i, existeix 
la possibilitat que durant el desenvolupament cerebral la combinació de subunitats 
dins dels receptors variïn. Durant la vida adulta, l’exposició a determinades 
experiències o alteracions fisiològiques o patològiques de la funció sinàptica 
poden produir variacions en la composició dels receptors (Mothet, Le Bail, & 
Billard, 2015).  
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Respecte a la composició i expressió per subunitats dels receptors NMDA: 

- La subunitat GluN1 s’expressa des de fases embrionàries fins a la vida adulta 
per tot el cervell, destacant la seva expressió en àrees com l’hipocamp i 
l’escorça cerebral (Paoletti, Bellone, & Zhou, 2013).  

- La subunitat GluN2A s’expressa de manera general a l’hipocamp i a l’escorça 
cerebral durant la vida adulta. Concretament, s’expressa a les zones sinàptiques 
de les neurones madures, sent l’extrem C-terminal el responsable d’aquesta 
localització, però també s’ha trobat aquesta subunitat a zones extra-sinàptiques 
(S. Cull-Candy, Brickley, & Farrant, 2001; Thomas, Miller, & Westbrook, 
2006).  

- La subunitat GluN2B es troba a la majoria de regions cerebrals durant el 
desenvolupament neuronal, i la seva expressió va decreixent a mesura que 
s’arriba a la maduresa, encara que es mantenen nivells considerables a 
l’escorça i hipocamp cerebrals durant la vida adulta. Es localitza tant en zones 
sinàptiques com extra-sinàptiques durant el desenvolupament i a mesura que 
les neurones maduren es troba de manera predominant a zones extra-
sinàptiques (S. Cull-Candy et al., 2001). 

- La subunitat GluN2C s’expressa principalment a les cèl·lules granulars del 
cerebel. A més, també actua en altres zones cerebrals, per exemple en 
processos dels oligodendròcits, que són responsables de la mielinització 
(Káradóttir et al. 2005; Micu et al. 2006; Salter i Fern 2005).  

- La subunitat GluN2D s’expressa a l’etapa embrionària, i va decreixent de 
manera contundent durant l’edat adulta, on s’expressa de manera molt baixa al 
diencèfal i mesencèfal (Paoletti, Bellone i Zhou 2013).  

- La subunitat GluN3A es troba expressada a l’etapa post-natal i va decaient de 
manera progressiva mentre que l’expressió de la subunitat GluN3B actua 
contràriament, augmentant la seva expressió durant el desenvolupament, i 
durant l’edat adulta s’expressa en altes concentracions a les neurones motores 
(Henson, Roberts, Pérez-Otaño, & Philpot, 2010).   
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1.2.3 Funció dels receptors NMDA 

Funció sinàptica 

El glutamat alliberat des dels terminals presinàptics després de l’arribada d’un 
potencial d’acció s’elimina de forma ràpida de l’espai intersinàptic per l’acció de 
transportadors de glutamat i dels astròcits propers (Rothstein et al., 1994). De tal 
manera que, només es troba disponible per la unió als receptors durant un període 
breu durant la transmissió sinàptica de baixa freqüència. Atès que els receptors 
NMDA tenen una afinitat relativament alta pel glutamat, els pics de mil·lisegons 
del neurotransmissor són capaços d’activar-los parcialment. No obstant això, 
aquest fenomen per si sol no dona lloc a l’entrada de Ca2+ a causa d’una segona 
propietat d’aquests receptors, la dependència de voltatge. Quan els potencials de 
membrana es troben en repòs, els ions de Mg2+ entren al canal NMDA, on s’hi 
uneixen de manera que impedeixen l’entrada de ions (Nowak, Bregestovski, 
Ascher, Herbet, & Prochiantz, 1984). Es necessita una despolarització de suficient 
amplitud i duració per a desplaçar i expulsar els ions de Mg2+ del canal, permetent 
així el flux de ions com el Ca2+. Aquest doble requisit d’entrada, juntament amb 
la cinètica d’activació i desactivació lenta, permeten als receptors NMDA integrar 
i descodificar l’activitat sinàptica entrant (Blanke & VanDongen, 2009). 

Potenciació i depressió a llarg termini 

La forta despolarització requerida per eliminar el bloqueig produït pel Mg2+ als 
canals NMDA es pot produir per diferents mecanismes involucrats en processos 
de memòria i aprenentatge. Els senyals sinàptics d’alta freqüència permeten que 
els potencials postsinàptics excitadors generats indueixin l’anomenada 
potenciació a llarg termini (LTP, de l’anglès long term potentiation). Els ions de 
Ca2+ que entren a través dels receptors NMDA són capaços d’actuar localment 
sobre grans complexes de transducció de senyals com ara enzims dependents de 
Ca2+, segons missatgers, proteïnes quinases i fosfatases, pèptids com el GLP1 (de 
l’anglès Glucagon-Like Peptide-1) i molècules d’adhesió (Husi, Ward, 
Choudhary, Blackstock, & Grant, 2000). De manera que, l’activació d’un conjunt 
de cascades de senyalització acaba donant lloc a l’enfortiment de les sinapsis, 
augmentant la localització de receptors AMPA a la superfície cel·lular 
(Deisseroth, Mermelstein, Xia, & Tsien, 2003). En canvi, la depressió a llarg 
termini (LTD, de l’anglès long term depression) es genera a partir de l’estimulació 
prolongada a baixa freqüència de les sinapsis excitadores. Aquest procés redueix 
l’activitat sinàptica mitjançant la desfosforilació dels receptors AMPA i 



Capítol 1. Introducció 

 8 

promovent la seva endocitosi i la pèrdua d’espines (Blanke & VanDongen, 2009). 
Aquest procés de formació i eliminació d’espines dendrítiques s’ha proposat com 
la base molecular de la formació de la memòria (Nabavi et al., 2014) (Figura 2). 

 
Figura 2. Els mecanismes d’LTP i LTD regulen la plasticitat sinàptica. 

1.2.4 Fosforilació dels receptors NMDA 

La part intracel·lular dels dominis carboxi-terminals de les subunitats dels 
receptors NMDA contenen múltiples zones per a les modificacions post-
traduccionals i per a interaccions proteïna-proteïna. Aquests processos són 
rellevants per a la localització, trànsit i senyalització dels receptors. En concret, la 
fosforilació de les subunitats té un paper clau en la funcionalitat i localització dins 
les sinapsis del receptors NMDA (Lussier, Sanz-Clemente, & Roche, 2015).  

Regulació funcional dels receptors NMDA mitjançant la 
fosforilació de residus serina/treonina  

Existeixen diferents zones de fosforilació serina/treonina dins els receptors 
NMDA, que són substrats per la proteïna quinasa cAMP-dependent (PKA, de 
l’anglès protein kinase A), la proteïna quinasa B (PKB, de l’anglès protein kinase 

B), la proteïna quinasa C (PKC de l’anglès protein kinase C), la  proteïna quinasa 
dependent de calci/calmodulina II (CaMKII, de l’anglès Calcium/calmodulin-

dependent protein kinasa II), la quinasa ciclina-dependent 5 (Cdk5, de l’anglès 



Capítol 1. Introducció 

 9 

Cyclin dependent kinase 5) i la caseïna quinasa II (CKII). Aquestes quinases estan 
implicades en processos de plasticitat sinàptica, ja que regulen el trànsit 
intracel·lular i les propietats dels receptors NMDA (H.-K. Lee, 2006).  

La subunitat GluN1, essencial per la conformació receptors NMDA, pot ser 
fosforilada per la quinasa PKC a la posició S890 i a la posició S896. Per una 
banda, la fosforilació de la posició S890 dona lloc a una alteració de la unió de la 
subunitat GluN1 amb el receptor (Tingley et al., 1997). Per altra banda, la 
fosforilació a la posició S896 conjuntament amb la fosforilació per part de la PKA 
a la posició S897, promou la localització del receptor NMDA a la superfície 
cel·lular (Scott, Blanpied, Swanson, Zhang, & Ehlers, 2001).  

La fosforilació de cada subunitat GluN2, a diferència de la GluN1, aporta diferents 
propietats funcionals als receptors: 

- La fosforilació de la subunitat GluN2A pot ser produïda per la PKC o per la 
Cdk5. La primera disminueix l’afinitat d’unió del receptor amb la CaMKII, 
modulant així de manera directa vies de senyalització intracel·lulars (Jones & 
Leonard, 2005; B.-S. Li et al., 2001). Per altra banda, la fosforilació produïda 
per la Cdk5 és responsable de l’augment de l’activitat del receptor (B.-S. Chen 
& Roche, 2007).   

- La fosforilació de la subunitat GluN2B pot ser produïda per la PKC, la CaMKII 
i la CKII en diferents posicions. Curiosament, la fosforilació produïda per la 
CKII a la posició S1480 és la responsable de la disrupció de la interacció entre 
la subunitat GluN2B i la proteïna de densitat postsinàptica 95 (PSD95, de 
l’anglès post synaptic density protein 95) (Chung, Huang, Lau, & Huganir, 
2004), que promou la internalització del receptor, i per tant l’alteració de 
l’estabilitat sinàptica (B.-S. Chen & Roche, 2007).  

Regulació funcional dels receptors NMDA mitjançant la 
fosforilació de residus tirosina 

Els receptors NMDA també poder estar fosforilats per les proteïnes tirosin-
quinases, especialment per les Src i les Fyn quinases (Y. T. Wang & Salter, 1994). 
La subunitat GluN2B és la subunitat principalment fosforilada per tirosin-
quinases, mentre que per exemple, la subunitat GluN1 sembla ser que no està 
regulada per aquest tipus de fosforilació (B.-S. Chen & Roche, 2007). 

Existeixen tres llocs de fosforilació per tirosina quinases a la subunitat GluN2A 
(Y1292, Y1325 i Y1387), les quals són dianes de la quinasa Src (M. Yang & 
Leonard, 2001). Aquesta fosforilació potencia els corrents iònics a través del 
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canal. A més, la posició Y842 d’aquesta subunitat pot ser alhora fosforilada i 
desfosforilada, regulant així la interacció del receptor amb l’adaptador AP-2, que 
és part d’un complex proteic involucrat en la formació de vesícules endocítiques 
regulades per clatrina (Vissel, Krupp, Heinemann, & Westbrook, 2001).   

La subunitat GluN2B conté tres llocs de fosforilació de tirosina (Y1252, Y1336 i 
Y1472) que són fosforilats per la quinasa Fyn. La posició Y1472 és el principal 
lloc de fosforilació, de la subunitat i quan es fosforila produeix la disrupció de la 
interacció entre el receptor NMDA i el complex endocític AP2-clatrina, 
estabilitzant el receptor a la superfície post-sinàptica, i inhibint l’endocitosi (B.-
S. Chen & Roche, 2007). Curiosament, la posició Y1472 és molt a prop del lloc 
de fosforilació de la CKII (S1480). Aquests llocs de fosforilació tenen funcions 
oposades, mentre que la fosforilació a la posició Y1472 estabilitza la localització 
dels receptors a la membrana plasmàtica, la fosforilació de la posició S1480 la 
disminueix, a través de l’endocitosi (Lavezzari, McCallum, Lee, & Roche, 2003). 

1.2.5 Localització sinàptica i extrasinàptica dels receptors 

NMDA 

De manera general, trobem els receptors NMDA a les zones post-sinàptiques de 
les espines dendrítiques, però també els podem trobar localitzats a zones 
extrasinàptiques. La ruta d’entrada del Ca2+ mitjançant receptors NMDA 
localitzats en zones sinàptiques o en zones extrasinàptiques, farà que s’activin una 
sèrie de cascades de senyalització o unes altres (Arispe, Rojas, & Pollard, 1993). 
Per explicar-ho existeixen dos models proposats, el model de localització i el 
model de composició de subunitats (Cai et al., 2006). 

El model de localització postula que l’entrada de Ca2+ mitjançant aquells receptors 
localitzats a la zona extrasinàptica (ja sigui al coll sinàptic, eixos dendrítics o al 
soma) es relaciona amb l’activació de processos neurotòxics (Giles E Hardingham 
et al., 2010). Per altra banda, els receptors NMDA localitzats a zones 
postsinàptiques són normalment els encarregats de modular la plasticitat sinàptica, 
promovent l’activació de senyals de supervivència. Per tant, no seria l’augment 
d’entrada de Ca2+ l’únic factor determinant per la inducció de senyals 
neurotòxiques sinó la localització per on es produeix l’entrada(G E Hardingham, 
Fukunaga, & Bading, 2002). L’altre model postula que la composició de 
subunitats de cada a receptor en determinarà el seu efecte. Per una banda, l’entrada 
de Ca2+ mitjançant receptors que continguin la subunitat GluN2A s’associa amb 
l’augment en la síntesi de factors involucrats en accions neuroprotectores (G E 
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Hardingham et al., 2002). Per altra banda, l’entrada de Ca2+ mitjançant receptors 
que contenen la subunitat GluN2B, poden induir diferents respostes segons la seva 
localització sinàptica o extra-sinàptica (McQuate & Barria, 2020). Els dos models 
no són excloents l’un de l’altre, ja que al cervell adult els receptors que contenen 
la subunitat GluN2A es troben majoritàriament a les sinapsis mentre que els 
receptors que contenen la subunitat GluN2B es localitzen majoritàriament a les 
zones extrasinàptiques.  

L’activitat dels receptors NMDA sinàptics promou l’activació de mecanismes de 
neuroprotecció que es caracteritzen per tenir una durada més llarga que el temps 
d’activació del mateix receptor. A més a més, acostumen a comportar canvis sobre 
l’expressió gènica de diversos gens que participen en processos relacionats amb 
la millora de la funció mitocondrial, la potenciació de la defensa antioxidant i la 
supressió de l’activitat caspasa, implicada en processos apoptòtics (Giles E 
Hardingham et al., 2010). Altrament, existeixen vies inductores de la mort 
neuronals dependents dels receptors NMDA localitzats a zones extra-sinàptiques. 
En alguns casos, aquestes vies consisteixen en antagonitzar directament les vies 
de supervivència activades pels receptors NMDA sinàptics, mentre que en altres 
casos consisteixen en la iniciació de processos i/o activació de vies independents 
a les vies activades pels receptors NMDA sinàptics (Arundine & Tymianski, 
2004) (Figura 3).  
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Figura 3. Efectes oposats de l’activació dels receptors NMDA sinàptics i extrasinàptics. (CaMKII: 

de l’anglès Calcium/calmodulin-dependent protein kinasa II; ERK: de l’anglès extracellular signal-

regulated kinasa; CREB: de l’anglès cAMP response element-binding; BDNF: De l’anglès brain 

derived neurotrofic factor) 

1.3 Envelliment i deteriorament cognitiu 
Al llarg de la vida, l’organisme pateix una sèrie de canvis funcionals que 
progressen amb l’edat. L’envelliment s’ha definit com la pèrdua progressiva de 
funcions genèriques acompanyada d’un augment de la mortalitat amb l’avanç de 
l’edat (Duncan, 2011). Aquest canvi natural associat a l’edat es denomina 
senescència i es produeix a diferents ritmes segons l’espècie, on existeixen 
variacions interindividuals i dins dels diferents teixits d’un individu. És un 
mecanisme irreversible i inevitable, que comporta l’aparició de dèficits cognitius, 
de la funció emocional i del comportament (Duncan, 2011).  

López-Otín i col·laboradors (López-Otín, Blasco, Partridge, Serrano, & Kroemer, 
2013) van identificar nou "marcadors de l'envelliment" i els van classificar en 
marcadors primaris, antagònics i integradors. Dins els marcadors primaris es 
troben la inestabilitat genòmica, el desgast dels telòmers, les alteracions 
epigenètiques i la pèrdua de proteostasi. La inestabilitat genòmica i el dany de 
l’ADN ja sigui causat per trencaments de la cadena simple o cadena doble de 
l’ADN, per insercions o delecions o per error de bases, es consideren una de les 
principals causes de l'envelliment i és l'eix central d'una de les teories dominants 
de l’envelliment (Chow & Herrup, 2015)(López-Otín et al., 2013). El dany a 
l’ADN no només genera inestabilitat genòmica, sinó que també inicia cascades de 
senyalització que s’estenen per tota la cèl·lula, per exemple promovent la 
senescència cel·lular i la inflamació, que en conjunt agreugen el procés 
neurodegeneratiu. Els telòmers s’escurcen a mesura que les cèl·lules es divideixen 
i, el deteriorament dels mecanismes que prevenen el seu l’escurçament en 
l’envelliment condueixen inevitablement a la senescència cel·lular (Kaushik et al., 
2021; López-Otín et al., 2013). Finalment, les modificacions epigenètiques tals 
com la metilació i l’acetilació de l’ADN i de les histones influencien l’estructura 
terciària de la cromatina, regulant així la seva activitat i funció en els processos 
de transcripció i de replicació, entre d’altres (Bradley-Whitman & Lovell, 2013). 
Així mateix, la pèrdua de la proteòstasi es defineix com la pèrdua de l’equilibri 
entre la síntesi i la degradació de proteïnes. Per exemple, els processos autofàgics 
durant l’envelliment es veuen alterats, promovent-se així l’acumulació de restes 
cel·lulars, que dona lloc l’augment de secreció de citocines inflamatòries. 
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Els marcadors antagònics (disfunció mitocondrial, senescència cel·lular i 
desregulació de la detecció de nutrients) són respostes compensatòries o 
antagòniques al dany primari. En etapes inicials, aquestes respostes atenuen el 
dany, però amb el temps poden tornar-se nocives. Les neurones, com a cèl·lules 
metabòlicament molt actives presenten una gran demanda d’energia i són 
especialment sensibles a canvis de la funció mitocondrial. Per exemple, 
l’envelliment està implicat en l’augment de la secreció d’espècies reactives 
d’oxigen (ERO) per part de les mitocòndries danyades. Aquestes últimes alteren 
la biosíntesi de lípids, la senyalització de Ca2+ i l’apoptosi cel·lular, tots ells 
processos implicats en mecanismes neurodegeneratius (Johri & Beal, 2012).  Per 
la seva part, la senescència cel·lular pot considerar-se com una resposta al dany 
que té com a objectiu mantenir la supervivència de les cèl·lules sanes i eliminar 
les danyades (James, 1988). Per últim, la desregulació de la detecció de nutrients 
i l’alteració del metabolisme s’associa de manera freqüent amb la disfunció 
mitocondrial i processos oxidatius (Babbar & Sheikh, 2013).   

Finalment, els marcadors integradors (l'esgotament de les cèl·lules mare i 
l'alteració de la comunicació intracel·lular) són el resultat del dany acumulat induït 
pels marcadors primaris i antagònics i, en última instància, són els responsables 
del deteriorament funcional associat a l'envelliment (López-Otín et al., 2013). Les 
funcions i la capacitat proliferativa de les cèl·lules mare disminueix al llarg de la 
vida a causa de tots els processos mencionats anteriorment, per tant, dirigir noves 
teràpies a la regeneració de les cèl·lules mare envellides podria induir certes 
millores als processos degeneratius associats a l’edat (Hou et al., 2019; Oh, Lee, 
& Wagers, 2014). En últim lloc, cal destacar que el sistema immunitari és 
essencial per al desenvolupament del cervell i del sistema nerviós, però aquest 
canvia a mesura que s’envelleix i, per tant, pot haver una pèrdua de regulació de 
les respostes immunitàries que accelerin la neurodegeneració. La inflamació és un 
mecanisme de protecció que amb l’edat es troba regulat a l’alça, comprometent la 
supervivència cel·lular. La inflamació crònica, l’activació persistent de la 
micròglia i l’augment de l’estrès oxidatiu s’han relacionat d’una manera molt 
robusta amb l’aparició de malalties neurodegeneratives (Amor & Woodroofe, 
2014; Currais, 2015).  

Durant l’envelliment normal es produeixen una sèrie de canvis mesurables pel que 
fa a la cognició. Els canvis més importants es troben en les tasques cognitives que 
exigeixen processar o transformar ràpidament la informació per prendre una 
decisió, com la memòria de treball  i la funció cognitiva (Morrison & Baxter, 
2012). El coneixement acumulatiu i les habilitats relacionades amb l’experiència 
es mantenen fins a una edat avançada (Murman, 2015). De fet, canvis estructurals 



Capítol 1. Introducció 

 14 

i funcionals al cervell correlacionen amb aquests canvis cognitius relacionats amb 
l’edat, incloent-hi alteracions en l’estructura neuronal sense la presència de mort 
neuronal, la pèrdua de sinapsis i la disfunció de les xarxes neuronals (Pannese, 
2011). Les malalties relacionades amb l’edat acceleren el ritme de la disfunció 
neuronal, la pèrdua de neurones, causant un deteriorament cognitiu suficientment 
greu per a afectar a les capacitats funcionals quotidianes, fenomen definit com a 
demència (Terry et al., 1991).  

Tenint en compte, que l’envelliment s’ha descrit com el principal factor de risc en 
les malalties neurodegeneratives i que l’augment de l’esperança de vida va lligat 
a l’augment dels trastorns de salut relacionats amb l’edat, és important conèixer 
els mecanismes primaris de l’envelliment i el seu paper a l’inici i durant la seva 
progressió per tal de desenvolupar teràpies que permetin afrontar amb èxit els 
reptes de l’envelliment patològic (Carmona & Michan, 2016; Hou et al., 2019; 
Rose, 2009).  

1.4 La malaltia d’Alzheimer  
Alois Alzheimer va descriure per primera vegada la malaltia que portaria el seu 
nom fa més de cent anys (Alzheimer, Stelzmann, Schnitzlein, & Murtagh, 1995). 
La malaltia d’Alzheimer (MA) és una malaltia neurodegenerativa progressiva i 
irreversible que es caracteritza per un deteriorament inicial de la memòria i de 
l’aprenentatge, acompanyats de deteriorament cognitiu, que en última instància, 
pot afectar el comportament, la parla, l’orientació visuoespacial i el sistema motor 
(Aisen et al., 2017). S'estima que més de 47 milions de persones al món es veuen 
afectades per la demència avui en dia. Segons l’Organització Mundial de la Salut 
la MA és la principal causa de demència, representant entre el 60 i el 70% dels 
casos (World Health Organization, 2016). Les altres causes més comunes de 
demència inclouen la demència vascular, la demència de cossos de Lewy i la 
malaltia de Parkinson amb demència, i la pressió hidrocefàlica anormal 
representant cadascuna d'elles entre el 5 i el 10% dels casos; i d'aquestes, la 
demència vascular i la demència de cossos de Lewy s'associen més sovint amb la 
patologia mixta, incloent-hi la concurrència de la MA (Barker et al., 2002).  

S'espera que aquestes malalties debilitants i devastadores augmentin a mitjans de 
segle, sent la previsió que més de 131 milions d'individus es vegin afectats l’any 
2050 (Barker et al., 2002; ‘World Alzheimer Report.’, 2016). La prevalença 
s'estima sobre el 10% per a persones majors de 65 anys i el 40% per a persones 
majors de 80 anys (Alzheimer’s Association, 2019; Matthews et al., 2013; 
Schrijvers et al., 2012). Els costos tant personals com econòmics fan necessari un 
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diagnòstic i tractament pre-clínic eficaç per a detenir la progressió de les malalties 
abans de l'inici simptomàtic.  

1.4.1 Etiologia i factors de risc 

La MA es pot classificar en funció del moment que es manifesta la malaltia i de 
si és o no hereditària. Per una banda, la MA d’inici precoç apareix abans dels 65 
anys, mentre que la MA d’aparició tardana que representa més del 95% dels casos, 
es manifesta després dels 65 anys. Per altra banda, la MA familiar mostra una 
herència mendeliana dominant mentre que la MA esporàdica no mostra un vincle 
familiar simple. Pràcticament totes les formes de MA d’inici precoç són familiars, 
podent ser causades per mutacions a gens com el de la proteïna precursora 
amiloide (APP) i la presenilina (PSEN) 1 o 2. Aquestes formes familiars de la MA 
són rares, ja que representen menys de l’1% dels casos i es manifesten amb un 
curs agressiu (Mendez, 2017). La MA familiar pot arribar a presentar-se a partir 
dels 20 anys, amb una edat mitjana d’aparició als 46,2 anys (Ryman et al., 2014). 
De forma general totes les MA d’inici tardà són formes de MA esporàdica, encara 
que s’han identificat factors de risc genètics, destacant entre ells l’al·lel ε4 del gen 
l’apolipoproteïna E (APOE) (Lane, Hardy, & Schott, 2018). Concretament, 
existeixen tres al·lels: la presència de l’al·lel APOEε4 suposa un augment del 50% 
de la susceptibilitat genètica a patir la MA, l’APOEε2 s’ha vinculat a una funció 
protectora, mentre que l’APOEε3 no incideix en la susceptibilitat de patir la MA. 
A més, s’han identificat altres factors de risc genètics per a la MA d’inici tardà, 
entre ells es troben els gens codificants pel receptor activador expressat a les 
cèl·lules mieloides 2 (TREM2, de l’anglès Triggering receptor expressed on 

myeloid cells 2), per la proteïna contenidora del domini desintegrina i 
metaloproteinasa 10 (ADAM10, de l’anglès A Disintegrin and metalloproteinase 

domain-containing protein 10) i per la fosfolipasa D (PLD, de l’anglès 
Phospholipase D). Curiosament, no tots els gens identificats estan relacionats amb 
proteïnes directament involucrades amb la patofisiologia de la MA, sinó que 
també s’han identificat gens relacionats  amb el metabolisme del colesterol, 
l’endocitosi o la resposta immunitària (Jansen et al., 2019).  

A part dels factors de risc genètics també existeixen els factors de risc ambientals. 
Estudis epidemiològics coincideixen en demostrar que el baix nivell educacional 
està relacionat negativament amb l’aparició de la malaltia, així com els 
traumatismes cranioencefàlics repetits i els factors de risc cardiovasculars 
(Arundine & Tymianski, 2004; DeRidder et al., 2006; D. H. Lee et al., 2021). Per 
altra banda, també s’han trobat factors protectors com ara la dieta mediterrània, 
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l’entrenament cognitiu, l’activitat social i el consum de medicaments 
antiinflamatoris no esteroïdals (AINEs), ja que la seva administració de manera 
crònica per altres motius pot ajudar a disminuir els nivells de neuroinflamació 
característics de la malaltia (Rivers-Auty et al., 2020; Silva et al., 2019). 

1.5 Neuropatologia de la malaltia d’Alzheimer 
La MA va associada a efectes clínics, factors psicològics i característiques 
neuropatològiques com la pèrdua de massa cerebral, la pèrdua de cèl·lules 
neuronals, el dèficit de neurotransmissors, l’aparició de dipòsits del pèptid β-
amiloide (Aβ) i l’acumulació intracel·lular de la proteïna tau hiperfosforilada 
(Figura 4).  

Atròfia cerebral 

Dins dels canvis a escala macroscòpica trobem que els cervells de pacients amb 
diagnòstic de la MA presenten en la majoria dels casos una atròfia cortical 
moderada, més marcada a les zones de l’escorça i les estructures del lòbul límbic. 
L’escorça frontal i temporal solen presentar els solcs ampliats amb atròfia als girs, 
mentre que l’escorça motora i la somatosensorial no solen estar (Perl, 2010). Com 
a conseqüència, normalment existeix un engrossiment de les astes frontals i 
temporals dels ventricles laterals, a més d’observar-se una disminució del pes del 
cervell. No obstant això, cap d’aquestes característiques macroscòpiques és 
específica de la MA, i les persones clínicament normals i no afectades per la MA 
poden presentar també una atròfia cortical moderada (Apostolova et al., 2012; 
Perl, 2010; Serrano-Pozo, Frosch, Masliah, & Hyman, 2011).   
 

 
Figura 4. Canvis macroscòpics i microscòpics característics de la MA. Figura adaptada de (Drew, 

2018). 
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Acumulació del pèptid β-amiloide  (Aβ) 

Les plaques senils amiloides estan formades per l’acumulació extracel·lular dels 
pèptids d’Aβ (concretament els pèptids Aβ40 i Aβ42). Aquests pèptids es generen 
a partir de l’escissió, per part de proteases, de la proteïna APP. Fins ara, s’han 
proposat diverses funcions fisiològiques a aquesta proteïna: El domini 
extracel·lular de l’APP intervé en l’adhesió cèl·lula-cèl·lula per afavorir les 
connexions sinàptiques mentre que els homodímers d’APP poden funcionar com 
a receptors acoblats a proteïnes G (GPCR) regulant la senyalització neuronal i 
l’alliberació de neurotransmissors a través de l’activació de canals de Ca2 

(Ludewig & Korte, 2016; O’Brien & Wong, 2011). Els productes d’escissió 
d’APP, com les proteïnes precursores amiloides solubles (sAPP) α i β també tenen 
accions fisiològiques o patològiques. L’sAPPα té un paper important en la 
plasticitat i supervivència neuronal i s’ha demostrat que és protectora enfront de 
la toxicitat induïda pel pèptid Aβ (Tackenberg & Nitsch, 2019).  

El processament de l’APP depèn principalment de tres enzims proteolítics: l’α-, 
β- i γ-secretases. Les α-secretases inclouen l’ADAM9, 10 i 17. La proteïna 
precursora d'amiloide de lloc beta 1 (BACE1, de l’anglès beta-site amyloid 

precursor protein cleaving enzyme 1) és la β-secretasa, mentre que la γ-secretasa 
està formada per diversos components destacant la PSEN1 i la PSEN2 (Yun-wu 
Zhang, Thompson, Zhang, & Xu, 2011). Segons els productes d’escissió a partir 
del processament de l’APP, es poden distingir la via de processament 
amiloidogènica i no-amiloidogènica (Figura 5):  

- La via no-amiloidogènica implica l’escissió de l’APP mitjançant l’α-secretasa, 
que allibera l’ectodomini sAPPα fora de la membrana cel·lular, retenint el 
fragment APP C-terminal dins de la membrana plasmàtica. Aquest domini que 
es manté a la membrana pot ser posteriorment escindit per la γ-secretasa 
alliberant un petit fragment a l’espai extracel·lular, mentre que la resta del 
domini intracel·lular de l’APP queda retingut al citoplasma (Yun-wu Zhang et 
al., 2011).  

- La via amiloidogènica compren el tall proteolític de l’APP mitjançant la β-
secretasa i el complex γ-secretasa. Després de l’escissió per part de la β-
secretasa, s’allibera l’ectodomini sAPPβ, i a la membrana cel·lular hi queda el 
fragment carboxi-terminal de l’APP de 99 aminoàcids (beta-CTF o C99). 
Aquest fragment retingut pot ser escindit posteriorment per la γ-secretasa, 
generant pèptids amiloides de diferents longituds de cadena (Aβ37, Aβ38, Aβ39, 
Aβ40, Aβ42 i Aβ43) (De Jonghe et al., 2001; Haass et al., 1995; Lanoiselée et al., 
2017).  Entre ells, els productes Aβ40 i Aβ42 són les principals espècies que es 
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troben al cervell, sent l’ Aβ40 la més abundant a les plaques amiloides. No 
obstant això, s’ha demostrat com un augment dels nivells d’Aβ40 s’associen 
amb una disminució en l’acumulació d’Aβ en forma de plaques. De fet, s’ha 
suggerit que les especies Aβ40 i Aβ42 tenen efectes oposats pel que fa a 
l’acumulació d’Aβ: mentre que l’Aβ42 en promou l’acumulació, l’Aβ40 la 
inhibeix (Iwatsubo et al., 1994).  

 
Figura 5. Vies de processament de la proteïna APP.  Figura adaptada de (Patterson et al., 2008). 

Les vies amiloidogènica i no-amiloidogènica competeixen i, s’ha suggerit que tant 
la potenciació de la via no-amiloidogènica com la reducció de l’activitat de la via 
amiloidogènica són estratègies terapèutiques viables per a la reducció de la 
generació d’Aβ (Guo et al., 2020). Les mutacions PSEN1 són especialment 
predominants a la MA familiar, on s’han identificat 221 mutacions patogèniques. 
S’han descrit 32 mutacions a l’APP i 19 mutacions a la PSEN2 Aβ (Lanoiselée et 
al., 2017). Cal remarcar, que no totes les mutacions a l’APP són patogèniques, de 
fet, existeix la mutació protectora (A673T) que és capaç de reduir el risc d’aparició 
de la MA mitjançant l’atenuació de la producció del pèptid (Eggert, Thomas, Kins, 
& Hermey, 2018).  

Durant la patogènesi de la MA, les agregacions del pèptid Aβ es formen a partir 
de monòmers, generant una varietat d’espècies oligomèriques inestables. 
Aquestes espècies oligomèriques s’agreguen després per formar protofibril·les 
curtes, flexibles i irregulars, que finalment s’allarguen en conjunts fibril·lars 
insolubles orientats perpendicularment a l’eix de la fibra (Walsh & Selkoe, 2007). 
Encara que, generalment es considera que els monòmers de Aβ en concentracions 
fisiològiques no són tòxics, múltiples línies d'evidència suggereixen el contrari, 
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que els oligòmers d’Aβ són predominantment més neurotòxics que les fibril·les 
d’Aβ (U. Sengupta, Nilson, & Kayed, 2016).  

Proteïna tau hiperfosforilada 

La proteïna tau és un component d’unió a microtúbuls que promou la seva 
polimerització i estabilitza el citoesquelet de les neurones (Kadavath et al., 2015; 
Weingarten, Lockwood, Hwo, & Kirschner, 1975). S’expressa en gran part a les 
neurones i es localitza de manera predominant als axons com un regulador del 
transport axonal (Dixit, Ross, Goldman, & Holzbaur, 2008). A més, pot patir 
diferents tipus de modificacions post-traduccionals com la fosforilació, 
l’acetilació i la glicosilació, regulant la seva funció fisiològica i/o patològica com 
passa a la MA (Guo et al., 2020). La fosforilació de tau modula la unió als 
microtúbuls, mentre que la hiperfosforilació acaba promovent la dissociació de 
tau dels microtúbuls i n’augmenta la seva agregació convertint-se en el principal 
component dels cabdells neurofibibril·lars (Grundke-Iqbal et al., 1986). A més, la 
fosforilació també modula la seva distribució dins les espines dendrítiques, pel 
que és important per mantenir la funcionalitat sinàptica (Figura 6). 
 

 
Figura 6. Funció estabilitzadora dels microtúbuls de tau (A). Desestabilització dels microtúbuls a 

causa de la hiperfosforilació i agregació insoluble de tau (B). 

La proteïna tau hiperfosforilada es troba de manera general als filaments 
helicoidals aparellats del cervell de pacients amb la MA. La hiperfosforilació és 
un esdeveniment que succeeix durant les fases inicials de la malaltia, i s’ha 
correlacionat amb el deteriorament cognitiu. Per aquest motiu, se l’ha proposat 
com un biomarcador de diagnòstic de la MA (Andorfer et al., 2003; Medeiros, 
Baglietto-Vargas, & LaFerla, 2011). El procés de fosforilació està regulat per 
diverses quinases i fosfatases.  
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Dins la seqüència d’aminoàcids de la proteïna tau, s’han descrit al voltant de 85 
llocs de fosforilació (Serina, treonina i tirosina) i cada fosforilació té un impacte 
diferent en la funció biològica de tau i en el seu paper patogènic (Mair et al., 2016). 
Un estudi quantitatiu in vitro va demostrar que la fosforilació de tau  a les 
posicions S262, T231 i S235 inhibeix la seva unió als microtúbuls al voltant del 
35%, 25% i 10%, respectivament (A. Sengupta et al., 1998). A més, s’ha suggerit 
que les posicions S199/S202/T205, T212, T231/S235, S262/S356, i S422 es 
troben entre els llocs crítics de fosforilació que converteixen la proteïna tau en una 
molècula inhibidora que segresta les proteïnes normals associades als microtúbuls 
(Alonso, Mederlyova, Novak, Grundke-Iqbal, & Iqbal, 2004) i, que per exemple, 
la fosforilació addicional a les posicions T231, S396 i S422 promou 
l'autoagregació de tau en filaments (Abraha et al., 2000). A més, de manera 
destacable, s’ha descrit com la fosforilació de les regions anomenades AT8 
(S199/S202/T205) i PHF-1 (S396/S404) sembla que causen un plegament 
anormal i l’escissió de la proteïna tau, que de manera conjunta permetria 
l’acumulació de tau (Siddhartha Mondragón-Rodríguez, Basurto-Islas, Binder, & 
García-Sierra, 2009; Siddhartha Mondragón-Rodríguez et al., 2008). 

Les tau quinases es poden distingir en dues categories: les Ser/Thr quinases com 
la Cdk5, la quinasa sintasa de glucògen 3β (GSK3β, de l’anglès glycogen synthase 

kinasa 3β), la proteïna quinasa activada per mitògens (MAPK, de l’anglès 
mitogen-activated protein kinase), la CaMKII, la PKA i la PKC i les tirosin-
quinases que inclouen Fyn, Src, Syc i c-Abl (Tapia-Rojas et al., 2019). La 
hiperfosforilació de tau pot ser el resultat d'una activitat o expressió desequilibrada 
de les quinases i les fosfatases, de fet, s'ha observat un augment de l'expressió de 
GSK3β i de l'activitat de Cdk5 a regions cerebrals específiques de pacients amb 
la MA(Pei et al., 1997; Tseng, Zhou, Shen, & Tsai, 2002). 
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1.6 Mecanismes bioquímics i cel·lulars de la malaltia 
d’Alzheimer  

1.6.1 Excitotoxicitat  

L’excitotoxicitat es defineix com un procés tòxic caracteritzat per l’estimulació 
continuada i sostinguda dels receptors d’aminoàcids excitadors. Aquest procés 
desencadena una sèrie de fenòmens tòxics que s’han caracteritzat en diferents 
models experimentals, com ara la sobreactivació de certes vies de senyalització 
nocives per la supervivència cel·lular, la disrupció de l’homeòstasi dels nivells de 
Ca2+, i la producció d’ERO que en conjunt promouen l’aparició de l’estrès 
oxidatiu i finalment la mort cel·lular (X. Dong, Wang, & Qin, 2009).  

A part dels efectes aguts, diferents estudis coincideixen  demostrant la intervenció 
de l’excitotoxicitat durant la neurodegeneració d’evolució lenta (Ankarcrona et 
al., 1995; X. Dong et al., 2009; Rego & Oliveira, 2003; Sattler & Tymianski, 
2001). En l’àmbit clínic, aquestes alteracions moleculars correlacionen amb el 
deteriorament progressiu de la cognició i la memòria i amb l’anatomia patològica 
del cervell característica dels malalts amb la MA (Wenk, 2006). Per tant, donada 
la importància dels receptors NMDA sobre la supervivència neuronal, el seu nivell 
d’activació o senyalització s’ha de mantenir en uns nivells suficients però no 
excessius per promoure la supervivència neuronal i evitar processos 
neurodegeneratius (R. Wang & Reddy, 2017). 

Els principals factors que afecten la senyalització modulada pels receptors NMDA 
durant la MA inclouen la disponibilitat de glutamat i la modulació de la funció 
dels receptors NMDA (Masliah, Alford, DeTeresa, Mallory, & Hansen, 1996). La 
recaptació de glutamat i el seu sistema de reciclatge determinen la disponibilitat 
de glutamat i, durant la MA, aquest sistema es veu alterat, produint-se una 
disminució selectiva del transportador vesicular del glutamat (Kirvell, Esiri, & 
Francis, 2006; Masliah et al., 1996). De fet, diversos estudis assenyalen que la 
presència de pèptids d’Aβ en cultius cel·lulars neuronals provoca un augment de 
la disponibilitat de glutamat, a causa de l’alteració del sistema d’alliberació / 
recaptació del neurotransmissor (Fernández-Tomé, Brera, Arévalo, & de 
Ceballos, 2004). La integritat de la maquinària encarregada de l’alliberació del 
neurotransmissor, com la sinaptofisina, la sintaxina o la sinaptotagmina, també es 
veu afectada per la presència del pèptid Aβ, desencadenant una alliberació 
ineficient de neurotransmissors i l’alteració de les sinapsis (Jang, In, Choi, & Kim, 
2014). Per altra banda, durant la MA, la funcionalitat dels receptors NMDA es 
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veu alterada per l’acció del pèptid Aβ: augmentant els senyals sinàptics regulades 
pels receptors NMDA i interactuant directa o indirectament amb els receptors 
NMDA a través de proteïnes sinàptiques com la proteïna PSD95, comprometent-
ne la localització a la superfície cel·lular o induint la sobreexpressió de D-serina 
(S.-Z. Wu et al., 2004). L’alteració de l’homeòstasi del Ca2+ intracel·lular 
produïda és la responsable d’afavorir l’aparició de processos com l’estrès 
oxidatiu, l’apoptosi i l’autofàgia (X. Dong et al., 2009). 

1.6.1.1 Desregulació dels nivells de Ca2+ intracel·lular 
S’ha suggerit que els canvis en la senyalització de Ca2+ durant la MA són causats 
per l’acció deletèria dels oligòmers d’Aβ a les neurones, per la disfunció 
mitocondrial i pels canvis moleculars patològics relacionats amb l’envelliment 
(Alzheimer’s Association Calcium Hypothesis Workgroup & Khachaturian, 
2017), i per això s’ha postulat com un dels factors desencadenants de la disfunció 
sinàptica i la neurodegeneració (Bezprozvanny, 2009; Tong, Wu, Li, & Cheung, 
2018). 

A conseqüència  de la sobreactivació dels receptors NMDA, es produeix 
l’activació descontrolada d’una sèrie de proteïnes dependents de Ca2+, moltes 
d’elles relacionades amb la patologia de la MA. Per exemple, la Calcineurina 
(CaN) activada a través de la Calmodulina (CaM) inhibeix proteïnes fosfatases 
afavorint la hiperfosforilació de tau (Reese & Taglialatela, 2010), però alhora 
compromet la supervivència i creixement cel·lular, ja que regula la desfosforilació 
de proteïnes clau en la patogènesi de la malaltia tals com:  

- L’element de resposta a l’AMPc (CREB, de l’anglès cAMP response element-

binding) a la posició Ser133, que fosforilat afavoreix la transcripció de gens 
encarregats del manteniment i la formació sinàptica (Bito, Deisseroth, & Tsien, 
1996).  

- El factor nuclear de les cèl·lules T activades (NFAT, de l’anglès nuclear factor 

of activated T-cells) que es troba de manera normal a zones citoplasmàtiques 
en la seva forma fosforilada. Però, quan es desfosforila mitjançant l’acció de 
la CaN, s’indueix la seva translocació al nucli on finalment promou la 
transcripció de gens involucrats en la producció de citoquines i factors 
proinflamatoris (Abdul et al., 2009).  

- La desfosforilació de la proteïna de mort associada a Bcl-2 (BAD, de l’anglès 
Bcl-2 associated agonist of cell death) promou la translocació d’aquesta 
proteïna a la mitocòndria, on forma dímers pro-apoptòtics amb la proteïna Bcl, 
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desencadenant l’alliberació del citocrom c i, iniciant així processos apoptotics 
(Asai et al., 1999; H. G. Wang et al., 1999). 
 

Per altra banda, el deteriorament del mecanisme encarregat de l’eliminació de  
proteïnes mal plegades i, en part responsable de l’acumulació dels oligòmers d’Aβ 
i dels cabdells neurofibril·lars també forma part de les conseqüències derivades 
de  l’alteració dels nivells de Ca2+ neuronals  (Nixon, 2007). Els mecanismes 
responsables d’aquestes alteracions a les neurones no es coneixen del tot, però, 
s’ha suggerit que probablement hi estan implicades proteïnes encarregades del 
control dels nivells de Ca2+, principalment localitzades en orgànuls i 
compartiments cel·lulars com el reticle endoplasmàtic, lisosomes i mitocòndries 
(Popugaeva & Bezprozvanny, 2013). Com hem mencionat, la hipòtesi del pèptid 
Aβ i la hipòtesi de la proteïna tau són considerades com les principals causes de 
la malaltia, però és cert que la desregulació dels nivells de Ca2+ apareix molt abans 
que la deposició de les plaques i els cabdells (Etcheberrigaray et al., 1998). Per 
aquest motiu, compostos dirigits a corregir la desregulació del Ca2+ fa anys que es 
postulen com a una estratègia prometedora pel tractament de la MA (Arispe et al., 
1993).  

1.6.1.2 Estrès oxidatiu i disfunció mitocondrial 
Les proteïnes, els lípids, els àcids nucleics i els carbohidrats són generalment 
sensibles a l’oxidació, afectant directament la seva funció (Cenini, Lloret, & 
Cascella, 2019). Les ERO es generen de manera natural a les cèl·lules dels 
organismes vius i són fonamentals per a mantenir l’homeòstasi cel·lular. 
Participen en processos com la resposta immunitària, la inflamació, la plasticitat 
sinàptica, la memòria i l’aprenentatge (Kishida & Klann, 2007). Però, la seva 
producció en excés pot ser nociva, produint modificacions oxidatives a 
components cel·lulars, principalment sobre les estructures mitocondrials (Rego & 
Oliveira, 2003). 

L’estrès oxidatiu i la disfunció mitocondrial s’han relacionat amb la mort neuronal 
(Reynolds, Laurie, Lee Mosley, & Gendelman, 2007; Swerdlow, Burns, & Khan, 
2010). La mitocòndria té un paper fonamental en les funcions cel·lulars que 
influeixen l’excitabilitat neuronal incloent entre elles la producció d’adenosina 
trifosfat (ATP), l’oxidació d’àcids grassos, la biosíntesi de neurotransmissors i la 
regulació de l’homeòstasi del Ca2+ (Cenini et al., 2019). No obstant això, és el 
principal lloc de producció d’ERO (Halliwell, 2007). Durant la MA, s’han 
observat alteracions en la morfologia, nombre i transport de mitocòndries, una 
menor activitat de la citocrom-oxidasa, deficiències en les proteïnes metabòliques, 
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canvis en el potencial de la membrana mitocondrial i un augment de l’estrès 
oxidatiu (Swerdlow et al., 2010).  

L’augment de la producció neuronal d’ERO i l’acumulació de dany oxidatiu que 
es produeix amb l’edat, correlaciona d’una manera estreta amb la progressió de la 
neurodegeneració(Reynolds et al., 2007). De fet, la producció excessiva d’ERO i 
l’activitat insuficient de la maquinària antioxidant s’ha associat amb la patogènesi 
de malalties neurodegeneratives com l’esclerosi lateral amiotròfica, la malaltia de 
Parkinson, la MA i la malaltia de Huntington (J. Li, O, Li, Jiang, & Ghanbari, 
2013). El sistema antioxidant cel·lular és l’encarregat de prevenir el dany als 
teixits i, està format per enzims antioxidants i altres compostos no enzimàtics amb 
capacitat de reduir les ERO (Uttara, Singh, Zamboni, & Mahajan, 2009). Aquest 
sistema s’encarrega de mantenir l’equilibri entre els agents prooxidants i 
antioxidants, i per tant, de reduir l’estrès oxidatiu (Agostinho, Cunha, & Oliveira, 
2010). D’entre els principals enzims antioxidants es troben la superòxid dismutasa 
(SOD), la catalasa (CAT), la glutatió peroxidasa (GPx) i la glutatió reductasa 
(GR). La SOD és un dels principals mecanismes protectors enfront l’estrès 
oxidatiu, sent responsable de la conversió d’ O2

- a H2O2 i O2. Seguidament, el 
peròxid d’hidrogen generat és convertit en aigua i O2 per part de la CAT. Per altra 
banda, també hem de considerar compostos com el glutatió, les tioredoxines , les 
vitamines A, E i C i el seleni (Kamat, Rai, Swarnkar, Shukla, & Nath, 2014). 
Durant la MA, els receptors NMDA en ser responsables de l’entrada massiva de 
Ca2+, són també responsables d’estimular la generació d’ERO i, per tant, 
participen en la desregulació de les espècies oxidants i antioxidants, causant danys 
tant a les mitocòndries com a les cèl·lules, especialment a les neurones  (Kamat et 
al., 2014). 

1.6.1.3 Mort neuronal i pèrdua sinàptica 
Abans de la manifestació clínica de la MA es produeix una disminució de la 
densitat de població de les neurones, sobretot de l’hipocamp i l’escorça cerebrals, 
que en etapes més avançades de la malaltia correlaciona amb el grau de 
manifestació clínica (Gómez-Isla et al., 1997). S’ha demostrat que les proteïnes 
implicades en el trànsit de vesícules sinàptiques i el reciclatge de 
neurotransmissors, a més d’elements estructurals de les sinapsis es troben afectats 
durant la MA (Overk & Masliah, 2014): les espines dendrítiques es desestabilitzen 
per l’acumulació extracel·lular del pèptid Aβ, l’entrada massiva de Ca2+ a dins les 
neurones i l’activació microglial que acaben desencadenant la pèrdua sinàptica 
(Subramanian, Savage, & Tremblay, 2020).  
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La mort cel·lular induïda per l’excitotoxicitat s’associa a la mort apoptòtica 
característica del cervell dels mamífers (Loh, Huang, De Silva, Tan, & Zhu, 2006). 
Aquesta pèrdua neuronal massiva característica de la MA es troba principalment 
regulada pels receptors NMDA patològicament activats, i correlaciona de manera 
molt robusta amb l’aparició de la demència (Sturchio et al., 2021). En condicions 
no patològiques, l’equilibri entre els efectes proapoptòtics i els antiapoptòtics 
s’encarrega de mantenir la integritat mitocondrial i, per tant, de evitar la mort 
cel·lular. Els mediadors clàssics d’aquests processos són proteïnes com la p21, la 
p38, la MAPK, la quinasa c-Jun-NH2-terminal, la p53, les caspases 2, 3, 8 i 9, la 
proteïna X associada a Bcl-2 (Bax, de l’anglès BCL2 Associated X) i la cèl·lula-
B/linfoma 2 (Bcl-2, de l’anglès B cell lymphoma 2) (Friedlander, 2003; Gartel & 
Tyner, 2002; Tsujimoto, 1998; H. G. Wang et al., 1999; Yue & López, 2020). 
Com hem mencionat, la mort neuronal pot ser també potenciada per l’estrès 
oxidatiu (Zheng et al., 2009). En resum, els receptors NMDA són un factor clau 
en l’apoptosi neuronal que alhora influencia directament o indirectament la funció 
sinàptica (Kamat et al., 2016).  

1.6.1.4 Alteracions en el procés autofàgic  
L’autofàgia és un procés d’eliminació de proteïnes de rebuig, agregacions de 
proteïnes, orgànuls malmesos i de patògens invasors, és per això que es considera 
l’encarregada del manteniment de l’homeòstasi cel·lular. L’autofàgia és part 
necessària del desenvolupament i de l’envelliment, tenint un paper clau en el 
procés neurodegeneratiu (Nikoletopoulou & Tavernarakis, 2018). Donat que les 
sinapsis són regions amb un recanvi proteic ràpid i amb una alta demanda 
energètica, la síntesi i degradació coordinada de proteïnes és necessària per a dur 
a terme les modificacions morfològiques i funcionals durant els processos de 
plasticitat sinàptica (Nikoletopoulou & Tavernarakis, 2018). 

Les primeres evidències que existeixen vinculant alteracions autofàgiques i la MA 
van descriure l’acumulació de grans quantitats de vesícules subcel·lulars 
(anomenades vacúols autofàgics) i acumulacions de la proteïna tau agregada a les 
neurites abans de l’aparició de les plaques d’Aβ (Suzuki & Terry, 1967). Aquestes 
acumulacions es van relacionar amb un defecte en el procés proteolític dels 
autofagolisosomes, que com a conseqüència comportava l’acumulació de l’Aβ i 
la proteïna tau pròpies de la MA (Cataldo et al., 2004). La disminució de la taxa 
d’iniciació de l’autofàgia, l’acumulació anormal d’autofagolisosomes i/o la 
digestió insuficient dels autofagosomas a través dels lisosomes són senyals 
d’alteracions del procés autofàgic durant la MA (Barnett & Brewer, 2011).  
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Durant el procés d’iniciació de l’autofàgia hi juga un paper essencial la proteïna 
beclina-1, que es troba disminuïda en pacients amb la MA (Liang et al., 1999; 
Pickford et al., 2008; Russo et al., 2011). La disminució dels nivells d’aquesta  
proteïna, s’ha suggerit que és deguda a l’activitat de la proteïna calpaïna-1 (Russo 
et al., 2011). La beclina-1 juntament amb la proteïna d’unió a ubiquitina p62, 
també anomenada p62 i la proteïna quinasa activadora de l’autofagia unc-51 
(ULK1, de l’anglès Unc-51 like autophagy activating kinase)  (Pankiv et al., 2007; 
Zachari & Ganley, 2017) són les encarregades de la iniciació del procés autofàgic 
i de la formació dels vacúols autofàgics, que són transportats de manera retrògrada 
dels axons fins al soma. Durant la MA aquests dos passos de l’autofàgia es troben 
alterats degut a l’acumulació intracel·lular de la proteïna tau (Lim et al., 2001). 
Així mateix, diferents estudis han assenyalat que defectes dels lisosomes 
autofàgics poden comportar la formació dels oligòmers de tau i la seva agregació, 
mentre que un correcte funcionament de l’autofàgia o tractaments dirigits a 
millorar-lo, evitarien la formació de les agregacions d’aquest marcador 
neuropatològic de la MA (Hamano et al., 2008).  

1.6.2 Neuroinflamació  

La neuroinflamació es defineix com una resposta inflamatòria dins del SNC que 
pot ser causada per diverses agressions patològiques, com infeccions, 
traumatismes, isquèmia i toxines (Calsolaro & Edison, 2016). Aquest procés es 
caracteritza per la producció de citocines proinflamatòries com les interleucines 
IL-1β, la IL-6, la IL-18 i el factor de necrosis tumoral (TNF, de l’anglès tumor 

necrosis factor), les quimiocines com el lligand de quimiocines amb motiu C-C 1 
(CCL1, de l’anglès Chemokine (C-C motif) ligand 1), el CCL5 i el lligand de 
quimiocines amb motiu C-X-C 1 (CXCL1, de l’anglès chemokine (C-X-C motif) 

ligand 1), prostaglandines,  òxid nítric (NO), i ERO per part de les cèl·lules 
immunitàries que, al cervell, són  principalment la micròglia i els astròcits (Leng 
& Edison, 2021).  

L’alliberació de molècules proinflamatòries pot contribuir a la disfunció sinàptica, 
la mort neuronal i la inhibició de la neurogènesi (Lyman, Lloyd, Ji, Vizcaychipi, 
& Ma, 2014). L’IL-1β afavoreix la pèrdua sinàptica en augmentar la producció de 
prostaglandina E2, que condueix a l’alliberació presinàptica de glutamat i a 
l’activació dels receptors NMDA (A. Mishra, Kim, Shin, & Thayer, 2012). A més, 
el sistema del complement pot activar-se, augmentant la funció fagocítica de la 
micròglia, fet que podria alterar la funció normal de les sinapsis (Hong et al., 
2016). Per altra banda, les citocines antiinflamatòries, com les interleucines IL-1, 
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la IL-4, la IL-10 i la IL-11, coexisteixen amb les molècules proinflamatòries 
durant els processos inflamatoris i formen part d’un mecanisme per evitar la 
inflamació excessiva  (Calsolaro & Edison, 2016). Tanmateix, durant les malalties 
neurodegeneratives com la MA, la neuroinflamació tendeix a ser un procés crònic 
que no es resol per si sol i es considera un motor vital de la malaltia (Calsolaro & 
Edison, 2016).  

Astròcits 

Els astròcits són cèl·lules glials especialitzades del SNC (Sofroniew & Vinters, 
2010). Dins les seves funcions trobem la regulació del flux sanguini cerebral, el 
manteniment de l’homeòstasi dels fluids i els neurotransmissors, la inducció de la 
formació de sinapsis i el subministrament metabòlic i neurotròfic de les neurones 
(Attwell et al., 2010; Pekny et al., 2016). Aquestes cèl·lules també formen canals 
perivasculars al SNC coneguts com sistema glinfàtic, que s’encarrega d’eliminar 
productes potencialment tòxics, com l’acumulació del pèptid Aβ i els cúmuls de 
proteïna tau hiperfosforilada (Jessen, Munk, Lundgaard, & Nedergaard, 2015). A 
més, responen a agressions patològiques mitjançant la gliosi reactiva (Pekny, 
Wilhelmsson, & Pekna, 2014). Els anomenats astròcits reactius són aquells 
astròcits activats que presenten processos hipertròfics i una regulació a l’alça de 
la proteïna àcida fibril·lar glial (GFAP, de l’anglès Glial fibrillar acidic protein) 
(Hol & Pekny, 2015). S’ha proposat també, l’existència de dos fenotips propis 
dels astròcits, el fenotip A1 i l’A2. El fenotip A1, a través de la via del potenciador 
del factor nuclear κ de cadena lleugera de les cèl·lules B activades (NF-κB, de 
l’anglès nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), 
promouria la secreció de factors proinflamatoris mentre que el fenotip A2 
promouria la neuroprotecció mitjançant la secreció de factors neurotròfics 
(Liddelow & Barres, 2017).  

Durant les fases inicials de la MA, els astròcits intenten recuperar l’homeòstasi 
als teixits cerebrals danyats. De fet, dins d’astròcits localitzats al voltant de 
plaques d’Aβ s’han observat grànuls que contenen el pèptid Aβ, el que suggereix 
un intent per part dels astròcits d’eliminar els dipòsits d’amiloide (Jo et al., 2014; 
Wyss-Coray et al., 2003). Tot i el paper beneficiós que tenen els astròcits intentant 
eliminar les plaques d’amiloide, també s’han descrit grans quantitats d’astròcits 
“tòxics” amb fenotip A1 al teixit cerebral post mortem de pacients amb la MA, el 
que implicaria un paper perjudicial per part d’aquestes cèl·lules (J. Chang et al., 
2013). Per exemple, aquests astròcits reactius són capaços d’alliberar un excés de 
glutamat promovent així un entorn excitotòxic (Jo et al., 2014), fins i tot s’ha 
proposat que podrien afavorir la formació de les primeres plaques d’Aβ (Heneka 
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et al., 2005). Cal destacar que, els astròcits treballen de manera conjunta amb la 
micròglia i intervenen de manera rellevant en alguns mecanismes tòxics per part 
d’aquesta durant estadis avançats de la malaltia (Liddelow et al., 2017). 

Micròglia 

La micròglia són cèl·lules immunitàries de llinatge mieloide que es troben al SNC. 
Existeix una gran semblança entre la morfologia i marcadors de la superfície 
cel·lular de la micròglia activada i els fagòcits mononuclears (Harry, 2013). 
L’activitat microglial és present al SNC durant el desenvolupament, la maduració 
i la senescència, formant part de la regulació de l’apoptosi neuronal, el 
manteniment de la plasticitat sinàptica i la resposta immunitària (M. W. Salter & 
Stevens, 2017). S’ha observat que la micròglia ramificada és capaç de detectar 
danys en el SNC , activant una resposta microglial al lloc lesionat (Nimmerjahn, 
Kirchhoff, & Helmchen, 2005). No obstant això, en processos d’envelliment la 
micròglia presenta deficiències funcionals i és propensa a mantenir-se en un estat 
d’activació sostinguda, que podria contribuir a la patogènesi de malalties 
neurodegeneratives (Norden & Godbout, 2013).   

Estudis transcriptòmics en models de ratolí de la MA han demostrat que la 
progressió de la malaltia és paral·lela a una transició gradual de la micròglia d’un 
estat homeostàtic a un estat patològic, associat a la malaltia (Keren-Shaul et al., 
2017). Aquesta transició s’associa a la regulació a la baixa de gens homeostàtics 
i a la regulació a l’alça de gens associats a la MA com l’APOE i el gen TREM2 

(Keren-Shaul et al., 2017). El receptor TREM2 al cervell s’expressa 
exclusivament a la micròglia,  predominantment a l’hipocamp (Jay, von Saucken, 
& Landreth, 2017). Dins les seves funcions es troba el control de la proliferació 
de la micròglia, la inducció de la fagocitosi i la secreció de citocines, a més de 
regular el metabolisme i la supervivència microglial. Per tant, canvis funcionals 
de TREM2 tenen un impacte tant en els efectes beneficiosos com perjudicials de 
la micròglia. De manera interessant s’ha descrit que la regulació gènica a l’alça de 
TREM2 durant la MA forma part de mecanismes compensatoris per part de la 
micròglia com a resposta a l’acumulació d’Aβ i a l’augment de la demanda 
fagocítica (Jiang et al., 2014) i, s’ha proposat per aquest motiu, que la seva 
sobreexpressió en etapes primerenques de la malaltia és positiva, però quan es 
troba en un estat  avançat l’efecte de TREM2 és insuficient (Y. J. Tan et al., 2017).   

Com en el cas dels astròcits s’han proposat dos fenotips propis de l’activació 
microglial, el fenotip M1 o fenotip “proinflamatori” i el fenotip M2 o fenotip 
“antiinflamatori”(Jurga, Paleczna, & Kuter, 2020; Q. Wang et al., 2021). 
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L’activació de la micròglia amb el fenotip M1 es considera un mecanisme agressiu 
que condueix a la citotoxicitat i a la inflamació immediata, mitjançant la qual 
s’alliberen citocines i quimiocines proinflamatòries com el TNF-α, la IL-6 o la IL-
1β. A més, un tret característic de la micròglia amb el fenotip M1 és la seva 
habilitat per produir ERO i espècies reactives de nitrogen (MacMicking, Xie, & 
Nathan, 1997). Un dels enzims clau associats a aquest procés és l’òxid nítric 
sintasa induïble (iNOS, de l’anglès inducible nitric oxide synthase), que utilitza 
l’arginina per la producció d’òxid nítric (Bagasra et al., 1995). No obstant això, 
encara que sembla senzill identificar les cèl·lules M1 basant-se e aquestes 
característiques, la seva classificació in vivo és més difícil degut a la naturalesa 
plàstica de la micròglia (L. Zhang, Zhang, & You, 2018). El fenotip M2 de la 
micròglia es distingeix per l’expressió de mediadors o receptors amb la capacitat 
de reparar o protegir el teixit cerebral reduint els processos inflamatoris (Varin & 
Gordon, 2009). Un dels marcadors més ben caracteritzats és l’enzim arginasa 1 
(ARG1), que s’encarrega de convertir l’arginina en poliamines, prolines i 
ornitines, que contribueixen a la regeneració de les ferides (Munder, 2009). 
Curiosament, a l’utilitzar l’arginina que és el mateix substrat que utilitza l’iNOS, 
l’ARG1 hi competeix per contrarestar els seus efectes i regular a la baixa la 
producció d’òxid nítric (Corraliza, Soler, Eichmann, & Modolell, 1995). Un altre 
marcador utilitzat per identificar les cèl·lules M2 és la proteïna de tipus quitinasa 
3, també anomenada YM1, que és una lectina d’unió a heparina que s’encarrega 
de prevenir la degradació dels components de la matriu extracel·lular (N. C. 
Chang et al., 2001). 

Estudis d’imatge han demostrat la influència de la neuroinflamació en la 
correlació negativa entre l’activació microglial i la integritat estructural o 
l’activitat funcional del cervell durant la MA (Fan et al., 2015; Femminella et al., 
2016). Curiosament, des d’una perspectiva clínica, existeix una relació inversa 
entre el rendiment cognitiu i l’activació microglial, però no amb la carrega 
d’amiloide cerebral (Leng & Edison, 2021). 

De manera global, podem dir que la inflamació regulada tant pels astròcits com 
per la micròglia exerceix funcions tant beneficioses com perjudicials. La resposta 
dels astròcits i la micròglia a les agressions del SNC està regulada de manera 
dependent de l’alliberació de mediadors inflamatoris específics que dicten el seu 
fenotip funcional. Per exemple, mentre que l’activació glial prevé la progressió de 
la MA facilitant l’eliminació de les acumulacions d’Aβ al cervell (L’Episcopo et 
al., 2016; Y.-Y. Liu & Bian, 2010; Segura-Aguilar, 2015), una sobreactivació glial 
sostinguda augmenta la progressió de les patologies relacionades amb la MA 
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(Nagele, D’Andrea, Lee, Venkataraman, & Wang, 2003; Solito & Sastre, 2012; 
Wyss-Coray & Rogers, 2012) (Figura 7). 

 
Figura 7. Funció de les cèl·lules inflamatòries en condicions fisiològiques i durant la MA. 

1.7 Tractaments actuals per la malaltia d’Alzheimer 
Actualment, el tractament de la MA és una necessitat mèdica no coberta, ja que 
només existeixen dos tipus de fàrmacs aprovats a Europa per l’Agència Europea 
de Medicaments (EMA, de l’anglès European Medicine Agency), i tres aprovats 
als Estats Units per l’FDA (de l’anglès Food and Drug Administration) que no 
són suficientment eficaços pel control de la malaltia. Entre ells es troben, tres 
inhibidors de l’acetilcolinesterasa, un antagonista del receptor NMDA, la 
combinació d’un inhibidor d’acetilcolinesterases i l’antagonista del receptor 
NMDA, i finalment el controvertit  anticòs monoclonal dirigit al pèptid Aβ, 
l’aducamumab.  

1.7.1 Inhibidors d’acetilcolinesterases 

Durant la MA es redueixen els nivells de cèl·lules productores d’acetilcolina, 
causant una reducció de la transmissió colinèrgica al cervell i els tres inhibidors 
d’acetilcolinesterasa comercialitzats, actuen bloquejant les acetilcolinesterases i 
les butirilcolinesterases provocant l’augment dels nivells d’acetilcolina (Figura 
8). Aquesta proposta terapèutica és capaç de millorar temporalment la funció 
cognitiva i neuronal a pacients diagnosticats amb la MA (Sharma, 2019).   



Capítol 1. Introducció 

 31 

 

 
Figura 8. Estructura química dels inhibidors de l’acetilcolinesterasa. Donepezil (A), Rivastigmina 
(B) i Galantamina (C) 

El donepezil és un derivat de la indanonebenzilpiperidina i es considera el 
principal fàrmac per la MA (Cacabelos, 2007). S’uneix a l’acetilcolinesterasa de 
forma reversible i inhibeix la hidròlisi de l’acetilcolina a les sinapsis. S’utilitza 
per tractar símptomes com el deteriorament cognitiu i les alteracions del 
comportament, però no és capaç de modificar la progressió de la malaltia 
(Cacabelos, 2007; Dooley & Lamb, 2000). La rivastigmina és un inhibidor 
pseudo-reversible i s’ utilitza en estadis lleus i moderats de la MA. A més, és 
capaç de millorar funcions cognitives i activitats de la vida quotidiana però, la 
seva administració de forma oral s’associa a efecte adversos severs 
(Annicchiarico, Federici, Pettenati, & Caltagirone, 2007; Müller, 2007). La 
galantamina es considera un fàrmac de primera línia per a tots els casos lleus i 
moderats de la MA. El tractament amb aquest compost millora els símptomes 
conductuals, les activitat de la vida diària i la funció cognitiva d’una manera 
eficient i tolerable (Prvulovic, Hampel, & Pantel, 2010).  

1.7.2 Antagonistes dels receptors NMDA 

Molts dels trastorns neuropsiquiàtrics i neurodegeneratius estan relacionats amb 
defectes sinàptics i la disfunció dels receptors NMDA. No obstant això, fins la 
dècada dels 2000, els assajos clínics amb antagonistes competitius dels receptors 
NMDA, van fracassar degut als efectes secundaris causats per l’alta afinitat d’unió 
i la interacció amb els receptors d’altres neurotransmissors que acabaven 
provocant al·lucinacions, agitació, l’augment de la pressió arterial i anestèsia 
(Kornhuber & Weller, 1997; Sonkusare, Kaul, & Ramarao, 2005). Entre els 
antagonistes d’alta afinitat trobem la dizocilpina o MK-801, la fenciclidina i la 
ketamina  (Doraiswamy, 2003). En canvi, els antagonistes no competitius tenen 
un millor perfil de seguretat i alguns d’ells són el que trobem en el mercat. Entre 
els antagonistes no competitius trobem els antagonistes de baixa afinitat o afinitat 
moderada com la memantina, el dextrometorfà i l’amantadina. 
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Memantina 

La memantina (1-amino-3,5-dimetiladamantà) és un derivat aminoalquilciclohexà 
(Figura 9). Els aminoadamantans són compostos farmacològics atípics amb una 
estructura tricíclica no plana i tridimensional (Rogawski & Wenk, 2003) que 
representen una classe de fàrmacs que no produeixen els efectes secundaris 
característics d’altres antagonistes dels receptors NMDA, i que ja s’han utilitzat 
clínicament com agents antivirals, i antiparkinsonians (Chris G Parsons et al., 
1999). Aquest fàrmac travessa la barrera hematoencefàlica de manera ràpida, i al 
cap de 30 minuts de la infusió intravenosa, es pot detectar al líquid cefaloraquidi 
(Kornhuber, Bormann, Hübers, Rusche, & Riederer, 1991) a més de presentar uns 
límits de seguretat i tolerabilitat adequats, mostrant un bon marge terapèutic.  
 

 
Figura 9. Estructura química de la memantina 

La memantina es va sintetitzar per primer cop l’any 1960 i fins al 1980 no es va 
descobrir la seva funció d’antagonista dels receptor NMDA, sent comercialitzada 
al 2003 pel tractament de la MA (Reisberg et al., 2003). A avui en dia continua 
sent l’únic antagonista del receptor NMDA disponible al mercat. A causa de la 
seva baixa afinitat, bloqueja el receptor NMDA però és desplaçada ràpidament, i 
d’aquesta manera evita el bloqueig prolongat del receptor, evitant efectes 
secundaris greus (Doraiswamy, 2003). És capaç de blocar el canal de manera 
depenent de voltatge de manera que només ho fa quan aquest s’activa 
patològicament sota una concentració excessiva i constant de glutamat, com és el 
cas de la MA (C. G. Parsons, Danysz, & Quack, 1999). Durant els processos 
d’aprenentatge i memòria (alliberació transitòria elevada de glutamat) la 
memantina, en ser una antagonista no competitiu, abandona el receptor NMDA 
durant un breu període de temps, permetent l’activació d’aquest pel glutamat, 
produint un senyal que pot ser reconeguda i processada. Així, la memantina 
bloqueja la neurotoxicitat del glutamat sense interferir en les seves accions 
fisiològiques (Johnson & Kotermanski, 2006)(Figura 10).  
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Figura 10. Mecanisme d’acció de la memantina. Procés d’entrada de Ca2+ a través dels receptors 
NMDA en condicions fisiològiques (A); Procés d’entrada de Ca2+ a través dels receptors NMDA 
durant la MA, on el Mg2+deixa de bloquejar el canal degut a l’acció dels oligòmers d’Aβ (B); 
Mecanisme d’acció dependent de voltatge de la memantina, ocupant el lloc del Mg2+, regulant la 
senyalització de Ca2+ (C). Figura adaptada de (Danysz & Parsons, 2012) . 

Addicionalment, la memantina presenta propietats antioxidants (Lupp, Kerst, & 
Karge, 2003) i és capaç d’augmentar els nivells del factor neurotròfic derivat del 
cervell (BDNF, de l’anglès brain derived neurotrofic factor), neurotrofina 
encarregada de millorar la transmissió sinàptica de l’hipocamp i d’induir 
l’expressió del seu receptor, el receptor de tropomiosina quinasa B (TrkB, de 
l’anglès Tropomyosin receptor kinasa B) (Marvanová et al., 2001). D’aquesta 
manera, la regulació per part de la memantina d’aquests dos factors involucrats en 
mecanismes de neuroprotecció expliquen la seva millor efectivitat en la cognició 
(Marvanová et al., 2001). Addicionalment, un dels avantatges de la memantina 
respecte a altres antagonistes del receptor NMDA és la seva acció preferencial 
sobre les subunitats GluN2B respecte a les altres subunitats. Aquesta acció 
selectiva la situa com un tractament que és capaç d’evitar la senyalització tòxica 
induïda per aquestes subunitats (Xia, Chen, Zhang, & Lipton, 2010).  

Els estudis clínics mostren que la memantina millora la cognició, els símptomes 
neuropsiquiàtrics i conductuals i l’evolució clínica en conjunt (Gauthier, Loft, & 
Cummings, 2008; Winblad & Poritis, 1999). Aquest efecte és clínicament 
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significatiu en els estadis moderats i greus de la MA (McShane et al., 2019; Tariot 
et al., 2004; Wilkinson & Andersen, 2007). El tractament combinat amb 
memantina i donepezil, també aprovat pels òrgans responsables, a pacients amb 
una MA de moderada a greu, millora  significativament la cognició, les activitats 
quotidianes i el comportament (Tariot et al., 2004). Tanmateix, tot i els avantatges 
que aporta el tractament amb la memantina per als pacients amb la MA, tant el 
tractament amb memantina com la combinació de donepezil i memantina no són 
capaços d’aturar la progressió ni de curar la malaltia.  

S’han formulat diverses hipòtesis per explicar els efectes clínics de la memantina. 
Entre elles trobem la hipòtesi que assenyala que la seva efectivitat ve donada per 
capacitat d’inhibir de manera preferent els receptors NMDA extra-sinàptics (Giles 
E Hardingham et al., 2010). D’altres hipòtesis suggereixen que aquest efecte 
beneficiós sobre la malaltia pot estar associat a la inhibició preferent dels receptors 
NMDA que pateixen una dessensibilització dependent de Ca2+ després d’una 
exposició elevada al Ca2+ a nivell intracel·lular (Glasgow, Povysheva, Azofeifa, 
& Johnson, 2017).  

1.7.3 Anticossos monoclonals 

Durant anys s’han dut a terme la cerca de teràpies dirigides a disminuir 
l’acumulació de plaques d’Aβ i així poder modificar el curs de la MA. Dins de les 
estratègies dutes a terme, destaca la immunoteràpia usant anticossos monoclonals 
dirigits als pèptids d’Aβ (Panza, Lozupone, Logroscino, & Imbimbo, 2019).  

El 7 de Juny del 2021 l’FDA va aprovar als Estats Units l’anticòs monoclonal 
aducanumab per al tractament de la MA (FDA, 2021), tot i  que la seva 
comercialització es va qüestionar donat que els assaig clínics desenvolupats no 
van obtenir resultats clars d’eficàcia (Tagliavini, Tiraboschi, & Federico, 2021). 
Actualment, l’aducanumab està subjecte a un nou estudi post-comercialització per 
a demostrar la seva eficàcia clínica (Tagliavini et al., 2021)(Mullard, 2021). Pel 
que fa a Europa, l’EMA va comunicar el mes de Desembre del 2021 que no 
n’autoritzava l’arribada al mercat europeu, basant-se en els resultats ambigus de 
la fase III d’assajos clínics, i afirmant que l’evidència científica no demostra de 
manera suficient que aquesta teràpia sigui efectiva per al tractament d’adults en 
fases inicials de la  MA (EMA, 2021).  
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1.7.4 Recerca de nous tractaments 

Durant l’última dècada s’han dut a terme molt pocs assaigs clínics sobre fàrmacs 
per la MA i tot ells amb resultats negatius, tot i que molts d’ells s’han centrat en 
els diferents mecanismes moleculars proposats de ser els causants de la MA, com 
per exemple la modulació del processament de la via de formació d’Aβ o de tau, 
la neuroinflamació o l’estrès oxidatiu (J. Cummings, Lee, Zhong, Fonseca, & 
Taghva, 2021). Per altra banda, cal assenyalar que existeixen diversos factors de 
risc modificables de la MA com ara els hàbits cardiovasculars, o l’estil de vida 
que poden ajudar a prevenir la malaltia sense la necessitat d’una intervenció 
farmacològica. De fet, existeixen estudis que afirmen que l’activitat física pot 
millorar la salut del cervell i reduir la possibilitat d’aparició de la MA, tot 
promovent mecanismes com la plasticitat sinàptica, la neurogènesi i reduint la 
neuroinflamació. A més, la dieta mediterrània, l’activitat intel·lectual i alt nivells 
d’educació (Reserva cognitiva) poden reduir la progressió de la malaltia (D. H. 
Lee et al., 2021; Scarmeas et al., 2009).  

Cal tenir en compte però, que tots els mecanismes alterats durant la MA 
mencionats  poden, i de fet, se solapen entre ells (J. Cummings et al., 2021). Per 
tant, la naturalesa complexa de la fisiopatologia de la MA i la manca de 
biomarcadors són els principals obstacles per a que el desenvolupament de nous 
fàrmacs pel tractament de la MA hagi progressat en paral·lel amb els esforços en 
recerca dedicats en les darreres dècades. No sols això, sinó que l’alta taxa de fracàs 
de molts fàrmacs en fases clíniques avançades fa que el procés de descobriment 
de novo sigui un procés molt car i amb una alta probabilitat de fracàs i per tant de 
descoratjament de les grans companyies farmacèutiques (J. Cummings & Fox, 
2017; L.-K. Huang, Chao, & Hu, 2020). Com a alternativa, el desenvolupament 
de nous fàrmacs basats en fàrmacs tradicionals representa una eina interessant a 
causa de la disminució de costos en comparació amb l’assaig de nous compostos 
dirigits a noves dianes. De fet, avui en dia existeixen diferents compostos que 
actuen sobre els receptors NMDA que s’han postulat com a candidats a ser 
utilitzats pel tractament de la MA:  

- El compost JCC-02, N-(3,5-dimetiladamantan-1-il)-N′-(3-clorofenil) urea és 
un inhibidor del receptor NMDA, que és capaç de travessar la barrera 
hematoencefàlica i de millorar la funció cognitiva i la memòria (T. Yang et al., 
2019). 

- El compost DT-010 és un component extret de les plantes xines Salvia 

miltiorrhiza Bge i Ligusticum chuanxiong Hort que en assajos in vitro presenta 
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un efecte protector enfront l’excitototxicitat, mitjançant el bloqueig del 
receptor NMDA (S. Hu et al., 2018). 

- El compost rhynchophyllina extret de la planta xinesa Uncaria rhyncophylla 
va mostrar un efecte beneficiós sobre la funció cognitiva espacial en rates 
inhibint la sobre activació dels receptors NMDA extrasinàptics (Y. Yang et al., 
2018). 

- El compost AVP-78 que actua com a agonista del receptor σ-1 i alhora com a 
antagonista del receptor NMDA. Actualment es troba a la fase III d’assajos 
clínic per al tractament de l’agitació en pacients amb la MA (Garay & 
Grossberg, 2017). 

- El compost MN-08 on s’ha incorporat el grup nitrat a la molècula de la 
memantina ha demostrat un efecte preventiu i terapèutic en models animals de 
la MA, pel que s’ha proposat com a compost candidat a ser avaluat en assajos 
clínics (L. Wu et al., 2021).   

Així doncs, l’estratègia d’utilitzar un grup farmacològic eficaç per a la MA, com 
els antagonistes del receptor NMDA per a optimitzar-los quant a eficàcia, potència 
i seguretat, cobra especial rellevància. I, tenint en compte que la memantina és 
ben tolerada pels pacients amb la MA i la seva eficàcia clínica és limitada, s’han 
desenvolupat nous antagonistes del receptor NMDA, anàlegs de la memantina 
amb propietats farmacològiques similars, amb l’objectiu que presentin activitats 
addicionals a aquesta, per tal de millorar l’efectivitat terapèutica. En aquesta tesi 
doctoral caracteritzem farmacològicament dos d’aquests compostos, l’RL-208 i 
l’UB-ALT-EV. 

1.7.4.1 RL-208  
Leiva i col·laboradors van dissenyar, sintetitzar i caracteritzar noves amines 
policícliques com anàlegs de la memantina amb un perfil farmacològic millorat, 
entre ells el compost RL-208 (Figura 11). Es va determinar que les amines 
carbocícliques mostren afinitat pels receptors NMDA i que els grups metil de la 
memantina són crítics per a obtenir una potència òptima sobre els receptors 
NMDA (Leiva et al., 2018). Després d’avaluar el bloqueig en l’entrada de Ca2+ 
induïda per NMDA en cultius de cèl·lules granulars de rata i la capacitat funcional 
de bloqueig dels receptors NMDA per electrofisiologia, es va concloure que l’RL-
208 presentava una dependència de voltatge i una potència comparable a la de la 
memantina i per tal se’l va seleccionar per la seva avaluació en models in vivo de 
la MA, esporàdica i familiar.  
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Figura 11. RL-208; (3,4,8,9-Tetrametiltetracido[4.4.0.03,9.04,8]dec-1-il)metilamina hidroclorur 

1.7.4.2 UB-ALT-EV 
Valverde i col·laboradors van dissenyar i  sintetitzar nous anàlegs de la memantina 
basats en un nou anell benzopolicíclic. Es va avaluar el seu efecte sobre l’augment 
dels nivells de Ca2+ intracel·lular en cultius neuronals granulars de cerebel de rata 
induïts per NMDA. Els resultats van mostrar que el compost UB-ALT-EV 
presentava un valor d’IC50 inferior al de l’amantadina a més d’exhibir una activitat 
similar a la de la memantina (Figura 12).  La caracterització electrofisiològica i 
farmacodinàmica del compost UB-ALT-EV duta a terme pel grup de Química 
Terapèutica dirigida pel Dr. Vázquez està integrada en aquesta tesi (Leiva et al., 
2018; Turcu et al., 2022). 

 
Figura 12. UB-ALT-EV; 9-Fluoro-5,6,8,9,10,11-hexahidro-7H-5,9:7,11-dimetanobenzo[9]annulè-
7-amina hidroclorur 

 

1.8 Models animals per l’estudi de la malaltia 
d’Alzheimer  

Els models animals són essencials per a l’estudi de la patogènesis de la MA a més 
de ser necessaris pels assajos pre-clínics de nous tractaments. S’han desenvolupat 
diversos models per a l’estudi de la MA, incloent-hi el ratolí, la rata, el 
Caenorhabditis elegans (C.elegans), la D. melanogaster i les cèl·lules mare 
pluripotents humanes (Devi, Alldred, Ginsberg, & Ohno, 2010; Dosanjh, Brown, 
Rao, Link, & Luo, 2010; Link, 2005; Nagakura, Shitaka, Yarimizu, & Matsuoka, 
2013; Takeda, 1997).   
 
Pel fet que es desconeix l’etiologia de la MA, a la recerca s'utilitzen una gran 
varietat de models animals basats en la introducció de mutacions genètiques que 
provoquen canvis sobre la patologia amiloide i la patologia de tau, amb la 
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justificació que els esdeveniments posteriors al desencadenament inicial dels 
símptomes de la malaltia són iguals idependentment de la causa inicial. Per aquest 
motiu, existeix controvèrsia sobre la validesa de confiar en models transgènics, 
sobretot degut a l’alta taxa de fracàs dels assajos clínics en teràpies per la MA (J. 
L. Cummings, Morstorf, & Zhong, 2014; Schneider et al., 2014). Tanmateix, els 
models genètics han estat de gran ajuda per a determinar mecanismes de la 
progressió de la MA i per a poder avaluar possibles teràpies. Cap dels models 
mostra tots els aspectes del gran espectre de la malaltia però cadascun d’ells 
permet analitzar en profunditat certs trets característics d’aquesta. Per aquest 
motiu, cal conèixer bé la neuropatologia de cada model per poder fer una correcta 
correlació amb la MA humana i poder interpretar els resultats amb una major 
precisió i així augmentar la probabilitat de traslladar els resultats dels estudis a 
humans (Drummond & Wisniewski, 2017).  

1.8.1 El model Caenorhabditis elegans 

El C.elegans és un nematode no parasitari de vida lliure que va ser proposat com 
a model per primera vegada per Sidney Brenner l’any 1963 (Brenner, 1974). És 
un cuc rodó, petit (1mm de longitud) i transparent, que té un cicle de vida curt de 
3 dies des de l’ou fins que és adult. En condicions de creixement adequades, com 
a hermafrodites els cucs s’autofecunden, generant un gran nombre de cries.  
Aquest model animal es desenvolupa a través de quatre estadis larvaris (L1-L4), 
fins a arribar a adults amb un total de 959 cèl·lules somàtiques (Sulston & Horvitz, 
1977). El cicle de vida dura entre 2 i 3 setmanes, el que facilita l’estudi de la seva 
biologia. La seqüenciació del seu genoma va demostrar que aproximadament el 
38% dels seus gens tenen un ortòleg humà, entre ells  es troben els gens que 
codifiquen per l’APP i tau (Shaye & Greenwald, 2011). Per aquests motius, el 
model C. elegans presenta molts avantatges com a model in vivo per a l’estudi de 
la MA i altres malalties neurodegeneratives. A més, és idoni per al cribratge de 
fàrmacs, ja que l’administració és conceptualment senzilla (s’afegeixen 
concentracions variables de fàrmacs candidats al medi de cultiu on després 
s’afegiran els cucs), podent-se generar corbes concentració-resposta i, per tant, 
determinar les efectives i les tòxiques (Lublin et al., 2011). De manera general a 
més, la toxicitat de compostos assajada en aquest model, coincideix amb la 
toxicitat observada en mamífers i per tant els compostos potencialment tòxics es 
poden eliminar en fases inicials del procés de desenvolupament de fàrmacs (Burns 
et al., 2010; Hunt, 2017). Tanmateix, encara que és poc probable que els models 
invertebrats puguin reproduir realment la patologia de la MA completament, s’han 
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desenvolupat múltiples soques transgèniques de C.elegans per modelar aspectes 
de la MA, com ara la neurotoxicitat del pèptid Aβ. 

La soca CL2006 és la soca millor caracteritzada per l’estudi de la MA. Conté el 
transgen unc-54::Aβ1–42  que promou l’expressió del pèptid Aβ humà a les cèl·lules 
musculars i és el responsable del fenotip de la soca que presenta una paràlisi 
progressiva i una mort prematura potenciada per l’augment de temperatura. 
Aquesta soca és útil per avaluar els efectes de compostos seleccionats sobre la 
toxicitat induïda pel pèptid Aβ (Link, 1995). Per altra banda, la soca CL2355 és 
una soca que expressa de manera constitutiva i dependent de la temperatura, el 
pèptid Aβ1-42 a les cèl·lules neuronals (Bargmann, Hartwieg, & Horvitz, 1993). És 
un altre model de C. elegans que permet i facilita el cribratge de fàrmacs a gran 
escala mitjançant l’anàlisi de l’índex quimiotàctic. La quimiotaxi és un 
comportament innat del model C. elegans regulat per les neurones sensorials i 
motores (Hobert & Bülow, 2003) mitjançant el qual els cucs poden detectar 
substàncies volàtils, que poden ser tant atraients com repel·lents (Bargmann et al., 
1993) . La soca CL2355 mostra una reducció de l’índex quimiotàctic després de 
l’augment de la temperatura en comparació amb la seva soca control, la CL2122, 
el que suggereix que l’expressió de l’Aβ neuronal és la responsable de l’alteració 
quimiotàctica. Aquest fenomen a més, s’ha associat amb el deteriorament de 
mecanismes d’aprenentatge propis de C. elegans (Dosanjh et al., 2010; Y. Wu et 
al., 2006). 

1.8.2 Models de ratolí  

La gran majoria de models animals utilitzats a la investigació de la MA són 
ratolins transgènics. La proteïna APP del ratolí salvatge presenta una homologia 
de seqüència del 97% amb l’APP humana. Tanmateix, les diferències de 
seqüència entre els ratolins i els humans inclouen aminoàcids localitzats dins de 
la seqüència del pèptid consistent (Tanzi et al., 1987; Xu et al., 2015). Aquestes 
diferències impedeixen la formació de les plaques amiloides als ratolins salvatge 
i, per tant, l’expressió de la proteïna APP humana és necessària per a la formació 
de plaques amiloides al cervell dels ratolins. Els primers models transgènics que 
es van generar expressaven la proteïna APP humana i, encara que tenien una major 
producció del pèptid amiloide, no mostraven una neuropatologia de la MA (Puzzo, 
Gulisano, Palmeri, & Arancio, 2015). Curiosament, l’expressió conjunta de la 
proteïna APP humana amb la inserció de mutacions associades a la MA familiar 
sí que donava lloc a una patologia amb presència de plaques amiloides. Per aquest 
motiu, s’han generat soques transgèniques en les quals el fenotip depèn de la 
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mutació que inclouen, el promotor utilitzat i de la soca base del ratolí (Drummond 
& Wisniewski, 2017). Cal destacar, però, que no només existeixen models de 
ratolí per la MA amb mutacions a la proteïna APP, sinó que també s’han generat 
soques transgèniques que indueixen la formació de cabdells neurofibril·lars 
(Andorfer et al., 2003). Aquestes mutacions que s’introdueixen a la proteïna tau 
per tal que els ratolins generin els cabdells neurofibril·lars no són característiques 
de la MA humana, per tant el posterior efecte que es produeixi mitjançant la 
interacció de la proteïna tau transgènica i el pèptid Aβ no serà característica de la 
MA, representant una limitació per l’estudi de la malaltia (Drummond & 
Wisniewski, 2017).  

1.8.2.1 Ratolins 5XFAD  
Oakley i col·laboradors van generar una soca de ratolins transgènics que co-
expressen 5 mutacions de la MA familiar sota el promotor Thy1 (Oakley et al., 
2006): el transgèn APP(695) que conté les mutacions Swedish (K670N i M671L), 
la mutació Florida (I716V) i la mutació London (V7171), i el transgèn PSEN1 
que conté les mutacions de la MA familiar M146L i L286V. És una línia congènita 
de la soca C57BL/6J. Aquesta soca mostra una aparició de les plaques amiloides 
més ràpida que altres models, per la que se l’anomena una soca transgènica de la 
MA d’inici precoç. L’Aβ intraneuronal comença a acumular-se a partir del mes i 
mig de vida dels ratolins, i la deposició de plaques amiloides comença a partir dels 
dos mesos de vida. En primer lloc, les plaques apareixen en capes profundes de 
l’escorça cerebral i en els ratolins envellits les plaques ocupen gran part de 
l’escorça i l’hipocamp. A més s’ha descrit que els nivells d’Aβ42 al cap de sis 
mesos són més elevats que en altres soques transgèniques de la MA. Curiosament, 
els ratolins 5XFAD presenten els marcadors d’inflamació elevats i s’ha descrit 
que l’astrogliosi i la microgliosi comencen també al cap dels dos mesos de vida, 
havent-se correlacionat la seva aparició amb els nivells d’Aβ42. A més, diversos 
gens involucrats en l’activació microglial, que també estan alterats en pacients 
amb la MA, es troben alterats en aquests ratolins, el que dona consistència a la 
premissa que aquesta soca és un model vàlid per a estudiar la patogènesi de la MA 
i per a l’estudi de noves teràpies (Landel et al., 2014). A totes aquestes 
característiques s’hi suma la reducció dependent de l’edat de marcadors sinàptics 
com ara els nivells de sinaptofisina i de PSD95, a més de presentar una pèrdua 
selectiva de neurones noradrenèrgiques i colinèrgiques (Devi & Ohno, 2010; 
Kalinin et al., 2012). No obstant això, l’única característica neuropatològica 
d’aquest model que el distingeix de la MA humana és que no presenta la formació 
de cabdells neurofibril·lars (Oakley et al., 2006). Pel que fa a les característiques 
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cognitives aquesta soca a partir dels 4 mesos comença a presentar alteracions en 
la memòria espacial i la memòria de treball (Oakley et al., 2006) i a partir dels 9 
mesos d’edat presenta una alteració del comportament social i alteracions motores 
(Flanigan, Xue, Kishan Rao, Dhanushkodi, & McDonald, 2014; O’Leary, 
Mantolino, Stover, & Brown, 2018). 

1.8.2.2 Ratolins SAMP8  
D’entre tots els models de ratolí de la MA, el model de ratolí propens a la 
senescència accelerada (SAMP, de l’anglès Senescence Accelerated Mouse-

Prone) és àmpliament utilitzat i reconegut. Els ratolins SAMP i els ratolins 
resistents a la senescència (SAMR, de l’anglès Senescence Accelerated Mouse 

Resistant) van ser seleccionats pel professor Toshio Takeda, a través de la seva 
generació mitjançant encreuaments endogàmics  i selecció fenotípica a partir de 
la soca AKR/J (Takeda et al., 1981). Es van generar un total de 12 línies de soques 
endogàmiques, les soques d’envelliment accelerat SAMP1, SAMP2, SAMP3, 
SAMP6, SAMP7, SAMP8, SAMP9, SAMP10, SAMP11 amb una esperança de 
vida mitjana de 16 mesos i les soques resistents a l’envelliment SAMR1, SAMR4 
i SAMR5 amb una esperança de vida de 10 mesos aproximadament (Akiguchi et 
al., 2017). Cada soca SAMP presenta fenotips de la malaltia específics associats 
a l’edat, que són similars als símptomes de l’envelliment en els humans, com ara 
l’amiloïdosi senil (SAMP1), l’osteoporosi senil (SAMP6) i alteracions de 
l’aprenentatge i la memòria dependent de l’edat (SAMP8) (Iino et al., 2007). El 
model de ratolí SAMP8 es caracteritza per presentar un deteriorament de 
l’aprenentatge i la memòria, però també un envelliment de la pell, ansietat i pèrdua 
d’audició vida (Okouchi, Sakanoi, & Tsuduki, 2019). 
 
Els ratolins SAMP8 són un model animal d’envelliment espontani i accelerat.  De 
manera característica desenvolupen dèficits d’aprenentatge i memòria al voltant 
dels 8 mesos d’edat, a més de presentar desordres emocionals com ara un 
comportament de tipus ansiós i depressiu i presenten una reducció de la seva 
esperança de (Miyamoto, Kiyota, Nishiyama, & Nagaoka, 1992). Els cervells 
d’aquests ratolins mostren una patologia associada a l’edat principalment a 
l’hipocamp, la hiperfosforilació de la proteïna tau, l’augment del dany oxidatiu 
(Butterfield & Poon, 2005), neuroinflamació, l’augment dels nivells de glutamat 
(Kitamura, Zhao, Ohnuki, Takei, & Nomura, 1992) i l’alteració de la funcionalitat 
dels receptors NMDA (Strong, Reddy, & Morley, 2003), una reducció de la 
densitat sinàptica neuronal i un augment de l’astrogliosi (Morley, Armbrecht, 
Farr, & Kumar, 2012), i curiosament, produeixen en excés un component similar 
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al pèptid Aβ, encara que, les plaques amiloides apareixen de manera tardana, sobre 
els 20 mesos d’edat, fet que suggereix que les plaques, per se no estan implicades 
en la patogènesi de les alteracions de la memòria d’aquest model animal (Morley 
et al., 2000).  Tots aquests trets característics del model el fan idoni per l’estudi 
de la MA i altres trastorns cognitius (Akiguchi et al., 2017; B. Liu, Liu, & Shi, 
2020). 
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Actualment, l’augment de l’esperança de vida incrementa la incidència de 
malalties relacionades amb l’envelliment, incloent el deteriorament cognitiu i la 
MA, promovent que siguin un dels problemes més importants relacionats amb la 
salut. La MA és el tipus de demència majoritària al món i la seva prevenció i 
tractament és un dels majors reptes per la nostra societat, ja que no existeix cap 
fàrmac capaç de prevenir ni reduir la progressió de malaltia. La memantina, l’únic 
antagonista no competitiu del receptor NMDA utilitzat pel tractament de la MA, 
és capaç de millorar temporalment la funció cognitiva i les alteracions del 
comportament pròpies dels pacients amb la MA. Malauradament, encara que 
representa una de les millors opcions terapèutiques, la seva eficàcia està limitada 
perquè no és capaç de frenar la progressió de la malaltia. Com a conseqüència 
d’aquest fet, s’han sintetitzat nous antagonistes del receptors NMDA, anàlegs de 
la memantina, amb l’objectiu de que presentin activitats addicionals a aquesta per 
tal de millorar l’eficàcia terapèutica d’aquest grup farmacològic.   

Per aquest motiu, l’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral és l’estudi 
farmacològic de nous antagonistes del receptor NMDA (RL-208 i UB-ALT-EV) 
en models in vivo de la MA. Concretament, ens hem centrat en avaluar l’efecte 
sobre el comportament i el deteriorament cognitiu, així com mecanismes 
involucrats en els processos  neurodegeneratius que apareixen durant la progressió 
de la MA.  

Per a assolir aquest objectiu, s'han establert diversos objectius específics: 

 

1. Avaluar l’efecte neuroprotector del tractament crònic per via oral amb 
RL-208 en ratolins mascle SAMR1 i SAMP8 de 6 mesos d’edat.  

• Determinar l’efecte del tractament amb RL-208 sobre la memòria de 
reconeixement, la memòria espacial i la conducta social dels ratolins. 

• Identificar els canvis induïts pel tractament sobre marcadors d’activació 
apoptòtica i d’estrès oxidatiu. 

• Investigar l’efecte del compost RL-208 sobre la síntesi i senyalització de 
factors tròfics implicats en la supervivència cel·lular.  

• Avaluar l’efecte neuroprotector del tractament amb RL-208 a través de 
l’estudi de marcadors d’estabilitat sinàptica. 
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2. Avaluar l’efecte neuroprotector del tractament crònic per via oral amb 
UB-ALT-EV en models animals de MA, utilitzant un tractament amb 
memantina com a tractament de referència i identificar quins mecanismes 
subjacents podrien participar en aquest procés. 

• Estudiar l’efecte neuroprotector de l’UB-ALT-EV en models transgènics 
de C. elegans per la MA, que presenten alteracions del comportament 
induïdes per l’expressió muscular i neuronal del pèptid Aβ. 

• Analitzar l’efecte d’un tractament crònic per via oral amb UB-ALT-EV en 
ratolins femella 5XFAD de 6 mesos d’edat.  
- Determinar l’efecte del compost UB-ALT-EV sobre el deteriorament 

cognitiu i de la memòria.  
- Identificar l’efecte del compost UB-ALT-EV sobre els principals 

marcadors neuropatològics de la MA. 

- Investigar l’efecte del compost UB-ALT-EV sobre processos 
inductors de la neurodegeneració, mitjançant l’avaluació de marcadors 
de localització dels receptors NMDA, d’activació apoptòtica, del 
procés autofàgic.  

- Avaluar el paper del compost UB-EV-ALT i la memantina sobre la 
neuroinflamació, avaluant l’activació astrocítica i microglial. 

- Analitzar canvis en l’expressió gènica de gens associats a l’estrès 
oxidatiu desprès del tractament amb UB-EV-ALT. 
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RESUM 
 

La memantina és un antagonista del receptor NMDA que s’utilitza per al 
tractament de la MA. Aquest fàrmac mostra una efecte consistent a nivell preclínic 
però la seva eficàcia a nivell clínic és limitada com a conseqüència de la seva 
incapacitat de frenar la progressió de la malaltia. Per tant, la síntesi i 
caracterització farmacològica de nous antagonistes del receptor NMDA és 
considera d’interès per a la cerca de noves teràpies més efectives per la MA. 
 
En aquest estudi, es va caracteritzar l’efecte farmacològic in vivo d’un tractament 
crònic per via oral a una dosi baixa (5mg/Kg) del compost RL-208, un antagonista 
del receptor NMDA, estructuralment similar a la memantina. Per l’estudi es van 
emprar ratolins mascle de sis mesos d’edat d’una soca fenotípicament 
seleccionada pel seu envelliment accelerat, la soca SAMP8, que es considera un 
model de la MA d’aparició esporàdica. Els ratolins SAMR1 es van utilitzar com 
a soca control, degut a la seva resistència a la senescència.  
 
Les millores observades després del tractament sobre la memòria de treball i 
memòria espacial, conjuntament amb la millora de la conducta social observada 
en els animals tractats va anar acompanyada de canvis positius a escala molecular. 
L’augment de la fosforilació (Y1472) de la subunitat GluN2B dels receptors 
NMDA va indicar de manera indirecta la inhibició de vies neurotòxiques. Aquest 
indici va ser posteriorment confirmat per la reducció dels nivells de marcadors 
proapoptòtics, com la calpaina-1, la caspasa-3, l’escissió de l’α-spectrina i de Bcl-
2. L’RL-208 a més va afavorir la disminució en l’expressió de de molècules 
prooxidants així com l’augment  l’augment de marcadors antioxidants. Per altra 
banda, l’augment en l’expressió gènica de neurotrofines (Bdnf, Tgf i Vgf), la 
millora de senyalització de la via BDNF/TrkB, a més de l’augment dels nivells de 
proteïnes sinàptiques (SNAP25, Synaptophysin i PSD95) demostrava que el 
tractament amb RL-208 presentava efectes neuroprotectors. Finalment, es va 
demostrar com l’RL-208 era capaç de disminuir els nivells d’hiperfosforilació de 
la proteïna tau, un marcador neuropatològic de la MA.  
 
En resum, les millores conductuals i de memòria, a més dels canvis moleculars 
induïts pel tractament amb RL-208 indiquen l’efecte neuroprotector d’aquest nou 
antagonista i el proposen com un bon candidat pel tractament de la MA.  
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 SUPPLEMENTARY MATERIAL 
 

Table S1: Antibodies used in Western blot studies 
Antibody Host Source/Catalog WB 

dilution 
NMDAR2A  Mouse Santa Cruz/sc-515148 1:1000 

NMDAR2B  Mouse Santa Cruz/sc-365597 1:1000 
p-NMDAR2B (Tyr1472) Rabbit Invitrogen/OPA1-04116 1:1000 

Calpain-1 Mouse BioRad/AHP2443 1:1000 

Spectrin Mouse Millipore/MAB1622 1:1000 

Caspase-3 Rabbit BD Transduction 
Laboratories/C31720 

1:1000 

BCL-2 Rabbit Cell Signaling/#2870 1:1000 
SYN Rabbit Dako/CloneSY38 1:2000 
PSD95 Rabbit Abcam/ab18258 1:1000 
TrkB Rabbit Santa Cruz/sc-8316 1:1000 
SNAP25  Mouse Santa Cruz/sc-20038 1:1000 
SOD1 Mouse Calbiochem/574597 1:1000 
GPX1 Rabbit Novus Biological/NBP1-

33620 
1:1000 

p35/p25 Rabbit Cell Signaling/#C64B10 1:1000 
p-Tau Ser396 Rabbit Invitrogen/44752G 1:1000 
Tau total Goat Santa Cruz/sc-1995 1:1000 
CDK5 Rabbit Santa Cruz/sc-173 1:1000 
p-CDK5 Rabbit Abcam/ab63550 1:1000 
GAPDH Mouse Millipore/MAB374 1:2000 
Goat-anti-mouse HRP 
conjugated 

 BioRad/170-5047 1:2000 

Goat-anti-rabbit HRP 
conjugated 

 BioRad/170-6515 1:2000 

Donkey-anti-goat HRP 
conjugated 

 Santa Cruz/sc-2020 1:2000 
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Table S2: Primers used in qPCR studies. 

 
 

Table S3: Parameters measured in the Three Chamber Test (TCT). (sec): Time in each 

chamber. Results are expressed as a mean ± Standard error of the mean (SEM). $ p 

<0.05 vs SR1 RL-208. 

 

 

Table S4: Parameters measured in the Novel object recognition test (NORT). (sec): 

Time spent exploring each object during the familiarization phase. Results are expressed 

as a mean ± Standard error of the mean (SEM). *p <0.05 vs SR1 Control. 

 

Table S5: Parameters measured in the Object location test (OLT). (sec): Time spent 

exploring each object. Results are expressed as a mean ± Standard error of the mean 

(SEM). *p <0.05 vs SR1 Control. 

 

 

 

Target Product 
size (bp) 

Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

Hmox1 177 TGACACCTGAGGTCAAGCAC GTCTCTGCAGGGGCAGTATC 
Cox-2 126 TGACCCCCAAGGCTCAAATA CCCAGGTCCTCGCTTATGATC 
Vgf 178 GTCAGACCCATAGCCTCCC CTCGGACTGAAATCTCGAAGTTC 
Tgf 204 CAGGGTGAAGGGGAAAACTC AGTTCGGTCATTCAGTCTCGC 
β-Actin 190 CAACGAGCGGTTCCGAT GCCACAGGTTCCATACCCA 

Time in Chamber: 

Habituation 

SR1 Control SR1 RL-208 

(5mg/Kg) 

SP8 Control SP8 RL-208 

(5mg/Kg) 

Right zone 109.30 ± 20.05 86.72 ± 17.61  119.4 ± 8.48 149.10 ± 10.41$ 

Left zone 110.09 ± 22.69 108.57 ± 23.52 119.21 ± 9.33 97.55 ± 9.68 

Center zone   80.62 ± 11.20 104.71 ± 17.62   51.39 ± 2.13$ 53.35 ± 6.20 

Time spent exploring 

objects (sec): 

Familiarization phase 

SR1 Control SR1 RL-208 

(5mg/Kg) 

SP8 Control SP8 RL-208 

(5mg/Kg) 

Left object 42.11 ± 4.25 39.88 ± 4.06  40.15 ±3.55 39.63 ± 4.29 

Right Object 40.56 ± 3.21 41.08 ± 2.56 42.36 ± 5.33 41.27 ± 3.07 

Time spent exploring 

objects (sec): Habituation 

phase 

SR1 Control SR1 RL-208 

(5mg/Kg) 

SP8 Control SP8 RL-208 

(5mg/Kg) 

Object A1 28.01 ± 2.45 21.96 ± 1.96  33.35 ± 3.86 23.13 ± 2.09 

Object A2 29.43 ± 2.43 25.78 ± 3.06 29.96 ± 4.23 26.47 ± 2.87 
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RESUM 
 
Donada la necessitat d’obtenir noves teràpies pel tractament de la MA, es van 
sintetitzar una nova sèrie de compostos anàlegs de la memantina amb una 
estructura de benzohomoadamantà. La majoria dels nous compostos eren capaços 
de bloquejar el receptor NMDA a escala micromolar. 

L’anàlisi electrofisiològic i l’anàlisi de la dinàmica molecular van assenyalar el 
compost  IIc (en aquesta tesi doctoral anomenat UB-ALT-EV) com el compost 
candidat ser utilitzat per a assajos in vivo. El nematode C.elegans va permetre 
avaluar, en primera instància, els efectes del compost IIc sobre fenotips associats 
a l’acumulació d’oligòmers d’Aβ. Tant la soca CL2006, que presenta 
acumulacions del pèptid Aβ a les cèl·lules musculars, com la soca CL2355 que 
expressa el pèptid Aβ a les neurones van mostrar una millora del seu fenotip 
després del tractament amb el compost IIc. Així mateix, es va dur a terme 
l’avaluació de l’efecte farmacològic del compost IIc en un model de ratolí 
transgènic de la MA, el 5XFAD, mitjançant un tractament crònic per via oral. 
L’avaluació cognitiva, mitjançant el test de reconeixement de l’objecte nou 
(NORT), tal com s’esperava, va indicar una millora la memòria de treball dels 
animals 5XFAD femella tractats durant un mes per via oral. A més, l’estudi 
molecular va permetre demostrar l’activació de vies de supervivència neuronal, a 
través de l’avaluació de la fosforilació de la subunitat GluN2B del receptor 
NMDA a la posició Y1472 i de Fyn, la quinasa encarregada d’aquesta fosforilació, 
l’expressió proteica de PSD95 i de la translocació al nucli de del factor de 
transcripció CREB.  

En resum aquests resultats van indicar l’efecte neuroprotector induït pel 
tractament amb el compost IIc, assenyalant-lo com el compost líder de la sèrie 
(del terme en anglès lead compound ) i com un potencial nou agent terapèutic per 
al tractament de la MA. 

 
En aquest treball la meva participació ha estat la determinació de la caracterització 
farmacològica del compost IIc en els models in vivo C.elegans i 5XFAD.
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RESUM 
 
Els antagonistes del receptor NMDA són capaços de modular la sobreactivació 
d’aquests durant la MA alleugerint, així, els símptomes clínics de la malaltia.  En 
aquest estudi es va proposar estudiar l’efecte d’un nou antagonista dels receptors 
NMDA, l’UB-ALT-EV sobre mecanismes involucrats en processos 
neurodegeneratius en el model transgènic de la MA, 5XFAD, utilitzant un 
tractament amb memantina com a tractament de referència.  
 
Primer, es va demostrar la biodisponibilitat del compost UB-ALT-EV al cervell 
després de la seva administració per via oral. Seguidament, després d’un 
tractament crònic per via oral a ratolins femella de 6 mesos d’edat, es va demostrar 
una millora de la memòria espacial i la reducció de conductes de tipus ansiós 
pròpies dels animals 5XFAD. A escala molecular, es va poder descriure com el 
tractament amb UB-ALT-EV va promoure una reducció de l’activitat de la 
calpaina-1 i dels seus efectes en processos apoptòtics i en la fosforilació de tau, 
sumat a la reducció de marcadors proapoptòtics com les proteïnes Bcl-2, Bax i 
caspasa-3. A més, es va demostrar una reducció en l’acumulació d’Aβ a l’escorça 
i a l’hipocamp cerebrals gràcies a la reducció del processament amiloidogènic de 
la proteïna APP. Finalment, els canvis moleculars induïts pel tractament amb UB-
ALT-EV en marcadors autofàgics, van suggerir una inducció del flux autofàgic 
que ajudaria a explicar en part la reducció del nombre de plaques d’Aβ.  
 
En conjunt, els resultats evidencien un potencial efecte neuroprotector per part del 
compost UB-ALT-EV, reduint l’activació de mecanismes apoptòtics relacionats 
amb la sobreactivació del receptor NMDA, reduint la formació i acumulació d’Aβ, 
i augmentant l’autofàgia que finalment acaben col·laborant en la millora cognitiva 
observada en els ratolins tractats. 
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Summary  
Overstimulation of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARs) is the leading 
cause of brain excitotoxicity and often contributes to neurodegenerative diseases 
such as Alzheimer’s Disease (AD), the most common form of dementia. This 
study aimed to evaluate a new NMDA receptor antagonist (UB-ALT-EV) and 
memantine in 6-month-old female 5XFAD mice that were exposed orally to a 
chronic low-dose treatment. Behavioural and cognitive tests confirmed better 
cognitive performance in both treated groups. Calcium-dependent protein calpain-
1 reduction was found after UB-ALT-EV treatment but not after memantine. 
Changes in spectrin breakdown products (SBDP) and the p25/p35 ratio confirmed 
diminished calpain-1 activity. Amyloid β (Aβ) production and deposition was 
evaluated in 5XFAD mice and demonstrated a robust effect of NMDAR 
antagonists on reducing Aβ deposition and the number and size of plaques. 
Furthermore, glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) active form and 
phosphorylated tau (AT8) levels were diminished after UB-ALT-EV treatment, 
revealing tau pathology improvement. Because calpain-1 is involved in autophagy 
activation, autophagic proteins were studied. Strikingly, results showed changes 
in the protein levels of unc-51-like kinase (ULK1), beclin-1, microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3(LC3B-II)/LC3B-I ratio and lysosomal-
associated membrane protein 1 (LAMP1) after NMDAR antagonist treatments, 
suggesting an accumulation of autophagolysosomes in 5XFAD mice, reversed by 
UB-ALT-EV. Likewise, treatment with UB-ALT-EV recovered a WT mice 
profile in apoptosis markers Bcl-2, Bax, and caspase-3. In conclusion, our results 
revealed the potential neuroprotective effect of UB-ALT-EV by attenuating 
NMDA-mediated apoptosis and reducing Aβ deposition and deposition jointly 
with the autophagy rescue to finally reduce cognitive alterations in a mice model 
of familial AD. 
 
Keywords: Alzheimer’s Disease; NMDA receptor; NMDAR antagonist; 
neurodegeneration; amyloid plaques; p-tau; autophagy; apoptosis 
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1. INTRODUCTION  

N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARs) are ionotropic glutamate receptors 
that play an essential role in the central nervous system (CNS), fundamentally in 
synaptic transmission and plasticity [1]. Nevertheless, the overactivation of 
NMDARs is a crucial factor that promotes the increase of intracellular Ca2+ levels 
leading to synaptic dysfunction and neuronal loss [2]. Hence, NMDARs 
dysfunction were associated with neurodegenerative disorders such as 
Alzheimer’s Disease (AD), supporting the rationale of memantine in AD therapy 
[3,4]. 

AD is still an insufficiently understood progressive and neurodegenerative age-
related disease and is the most common form of dementia, and is predicted to 
become a global epidemic by 2050 [5–7]. Neuropathologically, the extracellular 
accumulation of the amyloid-β (Aβ) protein and the intracellular accumulation of 
hyperphosphorylated tau (p-tau) protein are defined as the main characteristic 
hallmarks of the disease followed by synaptic loss mainly in the hippocampus 
[8,9]. In this regard, it is interesting to note that activation of glycogen synthase 
kinase 3β (GSK3β) has a role in the hyperphosphorylation of tau at most of its 
sites, promoting neurofibrillary tangles (NTFs) and neuronal dysfunction [10].  

Several lines of evidence showed that the overactivation of NMDARs in AD is 
responsible for the expression alteration of several proteins such as calpains, 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII), GSK3β, among others, 
all of them having important roles in apoptosis and neurodegeneration [11–14]. 
Therefore, the modulation of NMDARs led to changes in different apoptotic 
proteins such as calpain and caspase proteases [15]. 

Autophagy processes eliminate intracellular organelles and can remove damaged 
aggregated proteins such as Aβ. Defective autophagy has been implicated in AD 
pathogenesis [16]. Both Aβ and tau accumulations can be eliminated by 
autophagy, suggesting that potentiation of this lysosomal process could be a 
treatment for AD[17–19]. Furthermore, neuronal autophagy also participates in 
neurotransmitter release, presynaptic assembly, axonal growth, and dendritic 
spine density formation [16]. Thus, the optimization of autophagy could 
potentially improve synaptic signaling in AD.  

Memantine is an uncompetitive low-affinity NMDAR antagonist and is one of the 
few symptomatic treatments approved by Drug Administrations (EMA/FDA) 
[20]. The reduction of NMDARs overactivation, and the blockade of 
extrasynaptic NMDARs in front of synaptic ones by memantine, demonstrated the 
capacity to rescue memory deficits as well as protect neurons from Aβ pathology 
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[21,22]. Besides, many other processes involved in AD have been described to be 
influenced by the action of memantine, such as tau hyperphosphorylation or 
apoptosis [11–13]. This treatment strategy has shown much effectiveness in AD 
pathology in different animal models [3,23–25], even though clinical trials do not 
show the same potential effects seen in preclinical studies [26,27]. Nonetheless, a 
growing body of evidence suggests that targeting NMDARs could help prevent or 
slow AD progression. Consequently, in recent years, increasing attention has been 
paid to identifying new NMDAR antagonists to enhance the effects of memantine 
[28,29]. Recently, we have designed and characterized by in vitro and in vivo 
experiments a novel polycyclic amine, UB-ALT-EV, a voltage-dependent, 
moderate-affinity (IC50: 1.9 μΜ), uncompetitive NMDAR antagonist [30]. 

The 5XFAD strain is a well-established and suitable transgenic AD mouse model 
expressing five familial mutations of human AD. It also exhibits early-onset 
cognitive impairment, starting at 3-month-old, including emotional disturbances. 
Moreover, Aβ plaque formation and gliosis starting at 2-month-old [31] have been 
described. Those events are accompanied by tau hyperphosphorylation and 
synaptic dysfunction starting at 4- and 6-month-old, respectively [32]. Likewise, 
NMDARs dysfunction in the 5XFAD model has been described, correlating with 
cognitive impairment and Aβ accumulation [33,34]. However, the effects of 
memantine or other NMDAR antagonists on neurodegenerative markers in 
5XFAD mice are poorly described [23,35]. It should be noted that the incidence 
of AD is higher in women than in men, so the study of a new treatment in female 
mouse models is mandatory to focus on the therapeutic usefulness in this sex. [36]. 
Thus, the current work aimed to further evaluate the effects of chronic oral 
treatment of a new NMDAR antagonist, UB-ALT-EV (9-fluoro-5,6,8,9,10,11-
hexahydro-7H-5,9:7,11-dimethanobenzo[9]annulen-7-amine hydrochloride), 
compared to memantine (Fig. 1a), in female 5XFAD mice. In addition, we focus 
on unveiling the molecular pathways modified by blocking NMDARs signaling 
beyond calcium entry blockade.                
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2. MATERIALS AND METHODS 
 
2.1. Animals and treatment 

Female Wild Type (WT) and 5XFAD mice (n = 43) at 6 months of age were used 
to perform the cognitive tests followed by molecular analysis. The animals were 
randomly divided into four groups: Wild Type (WT) group (n = 14), 5XFAD 
Control group (Control) (n = 8), 5XFAD treated with memantine groups (Mem) 
(n = 11) and 5XFAD treated with UB-ALT-EV group (UB-ALT-EV) (n = 10). 
The sample size for the intervention was chosen following previous studies in our 
laboratory and using one of the available interactive tools 
(http://www.biomath.info/power/index.html) designed to estimate the required 
sample size to achieve adequate power. Animals had free access to food and water 
under standard temperature conditions (22 ± 2 ºC) and 12h:12h light-dark cycles 
(300 lux/0 lux).  

The experimental design is shown in (Fig. 1b) Memantine and UB-ALT-EV were 
dissolved in aqueous 1.8% 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin and administered at 5 
mg/kg/day through drinking water for four weeks and during the behavioural tests. 
The doses of the compounds were recalculated weekly by considering the daily 
water consumption in each cage and by monitoring the body weight of the animals 
weekly. The average daily water consumption per animal was 5 mL/day, and no 
differences were found between the groups. Also, the body weight of the animals 
was not significantly different during the whole treatment period (Figure S1). The 
dosage of NMDAR antagonists was chosen based on published studies using AD 
mouse models [28,37,38]. Studies were performed by the Institutional Guidelines 
for the Care and Use of Laboratory Animals established by (European 
Communities Council Directive 2010/63/EU and Guidelines for the Care and Use 
of Mammals in Neuroscience and Behavioural Research, National Research 
Council 2003) and were approved by the Animal Experimentation Ethics 
Committee (CEEA) at the University of Barcelona. All efforts were made to 
reduce the number of animals and their suffering. 
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Fig. 1. Chemical structures for UB-ALT-EV and memantine (a). Scheme of experimental design 

(b). Mean plasma and brain concentration−time profile of UB-ALT-EV in CD10 mice after per os 

administration. Inset depicts mean brain concentration−time profile of UB-ALT-EV in CD10 mice 

after per os administration. UB-ALT-EV (5 mg/Kg; 10 mL/Kg) was administered by oral gavage in 

mice. Data are shown as the mean ± SD (n = 3). The calculated parameters were (i) for plasma: Tmax 

= 45 min, Cmax = 1.12 ± 0.76 µM, elimination half-life = 1.5 h; (ii) brain: Tmax = 56 min, Cmax = 

17.10 ± 6.06 µM, elimination half-life = 5 h. 

    
2.2. Pharmacokinetic analysis 
UB-ALT-EV was dissolved in 10% of 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin in 
physiological saline. Mice were monitored for signs of pain or distress between 
drug administration and euthanasia. The pharmacokinetic study was carried on in 
27 male CD1 mice (Envigo Laboratories) with a body weight between 40 and 50 g 
(n = 3 per group), randomized to be included in the treated or control groups. 
Animals had free access to food and water under standard temperature conditions 
(22 ± 2 ºC) and 12h:12h light-dark cycles (300 lux/0 lux). The drug formulation 
was prepared on the day of the study. The vehicle was 10% of 2-hydroxypropyl-
β-cyclodextrin, (CAS 128446-35-5) Sigma-Aldrich (Ref.332607-25G). Mice 
were orally treated by gavage with a single dose of 5 mg/kg of the drug. The 
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volume of administration was 10 mL/kg and the required volume was calculated 
before each administration according to animal weight.  Mice were anesthetized 
and sacrificed by cervical dislocation and blood samples (0.5–0.8 mL) were 
collected from animals at different time points (0 h, 0.5 h, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 
10 h and 24 h after drug administration) in tubes with serum gel and clotting 
activator (Sarstedt Micro tube 1.1 mL Z-Gel). Blood samples were centrifuged at 
10,000 rpm for 5 min to obtain plasma that was stored at −20 °C until analysis. 
Experimental procedures were in line with the Directive 2010/63/EU and 
approved by the Institutional Animal Care and Generalitat de Catalunya (#10291, 
1/28/2018). Frozen plasma samples were defrosted, and 50 µL of cold acetonitrile 
containing 0.1% formic acid was added to 50 µl of plasma sample. After 
homogenization, followed by centrifugation (15 min at 15000 rpm), the 
supernatant was transferred to an HPLC vial, and 4 µL were injected. Frozen brain 
samples were weighed after thawing. Then, 1 mL of acetonitrile containing 0.1% 
formic acid was added to each brain sample. The mixture was treated in a 
Tissuelyser (Qiagen, Germany) at 50 Hz for 5 min, followed by centrifugation for 
15 min at 15000 rpm. Then, 200 µL of each sample were transferred into HPLC 
vials, and 2.8 µL of the sample were injected. Calibration samples were run 
before, during and after the actual samples, injecting a volume of 2 µL. Mass 
spectra were recorded on a QTrap 6500+ (Sciex, Darmstadt, Germany) with an 
ESI-source coupled to an HPLC 1290 Infinity (Agilent, Waldbronn, Germany) 
using a Kinetex C18 PolarRP column (Phenomenex). The column temperature 
was 30 °C. An HPLC gradient was run starting with 98% water containing 0.1% 
formic acid and 2% acetonitrile containing 0.1% formic acid to 100% acetonitrile 
containing 0.1% formic acid within 2.2 min followed by flushing the column with 
acetonitrile containing 0.1% formic acid for 1.3 min and subsequent equilibration 
for 1.5 min.  Sample solutions (2 µL each) were injected applying a flow rate of 
0.6 mL/min.  Dihydrocodeine tartrate was used as an internal standard (100 nM). 
Multiple reaction monitoring (MRM) was applied for quantification. Two 
different methods were employed: (i) MRM 232 à 155, (ii) MRM 232 à  215 
(internal standard, MRM 302 à 199). Both methods yielded comparable results, 
and all determined data were included in the calculations. 
 
2.3. Cognitive Tests 

2.3.1. Open Field Test  
In brief, the open field test (OFT) was performed using a wall-enclosed area as 
previously described [39]. The ground was divided into two defined as the center 
and peripheral areas. Behaviour was evaluated with SMART® ver.3.0 software, 
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and each test was recorded for later evaluation using a camera located above the 
apparatus. Mice were located at the center and allowed to explore the white 
polywood box (50x50x25cm) for 5 minutes. Then, the animals were returned to 
their home cages, and the OFT apparatus was cleaned with 70% ethanol (EtOH). 
The parameters measured included center time duration, rearings, defecations, and 
locomotor activity, calculated as the sum of global distance moved in the arena 
for 5 minutes. 
 
2.3.2. Morris Water Maze 
The Morris water maze (MWM) is a cognitive procedure extensively used to study 
spatial memory and learning [40]. An open circular pool (100 cm x 50 cm) of 
opaque water, which contains white latex paint (temperature maintained at 24 ºC 
± 1), and an escape platform submerged 1.5 cm below the water level (in the 
middle of one quadrant). The task was performed across 7 consecutive days. On 
the first day, the platform was not present in the pool to allow the mice to swim 
and explore the pool for 60 seconds. The learning phase was conducted from the 
second day until day 6th, and each group was trained in 5 daily trials of 60 seconds. 
Each trial placed the animal in the water in 5 different starting points (set at NE, 
E, SE, S and SW) and allowed the animal to swim until it found the platform. 
When the animal found the platform, the investigator left the animal to remain on 
the platform for 30 seconds to allow for spatial orientation. If the animal could not 
reach the platform in 60 seconds the investigator guided the animal until the 
platform and left the animal for 30 seconds on it. One minute was allowed between 
trials, and every trial started from different locations in the pool. On the 7th day, 
the memory test was performed, the platform was removed from the pool and only 
one trial of 60 seconds was conducted. The animals swimming paths patterns were 
recorded by a camera located above the pool, and data were analyzed with 
SMART v 3.0 software from Panlab. The parameters measured were the mean 
distance travelled to the platform during the learning phase, the mean distance 
travelled to the platform zone the trial day and the number of entries in the 
platform quadrant. 
 
2.4. Brain Tissue Preparation 
After three days of the cognitive and memory tests, all mice groups were 
euthanized by cervical dislocation and brains were immediately removed from the 
skull. For molecular experiments, the hippocampi were isolated and frozen in 
powdered dry ice. They were maintained at -80°C for further use for protein 
extraction and RNA isolation. For protein extraction, tissue samples were 
homogenized in lysis buffer (50-mM Tris-HCl pH 7.4, 150-mM NaCl, 5-mM 
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EDTA and 1% Triton X-100) containing phosphatase and protease inhibitors 
cocktails (Cocktail II, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Total protein levels 
were obtained, and protein concentration was determined by the method of 
Bradford. For thioflavin-S staining, mice were anesthetized (ketamine 100 mg/kg 
and xylazine 10 mg/kg, intraperitoneally) and then perfused with 4% 
paraformaldehyde (PFA) diluted in 0.1 M phosphate buffer solution intracardially. 
Brains were removed and postfixed in 4% PFA overnight at 4°C. Afterwards, 
brains were changed to PFA + 15% sucrose. Finally, the brains were frozen on 
powdered dry ice and stored at -80°C until sectioning. Brain coronal sections of 
30 μm were obtained (Leica Microsystems CM 3050S cryostat, Wetzlar, 
Germany) and kept in a cryoprotectant solution at −20°C until use. 
 
2.5. Protein Level Determination by Western Blotting 
For Western Blotting (WB), aliquots of 15 μg of hippocampal protein extraction 
per sample were used. Protein samples were separated by Sodium dodecyl 
sulphate-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (8-20%) and 
transferred onto Polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Millipore). 
Afterwards, membranes were blocked in 5% non-fat milk in Tris-buffered saline 
(TBS) solution containing 0.1% Tween 20 TBS (TBS-T) for 1 hour at room 
temperature (RT), followed by overnight incubation at a 4°C with the primary 
antibodies listed in Table S1. Then, membranes were washed and incubated with 
secondary antibodies for 1 hour at RT. Immunoreactive proteins were viewed with 
the chemiluminescence-based detection kit, following the manufacturer’s 
protocol (ECL Kit, Millipore), and digital images were acquired using ChemiDoc 
XRS+ System (BioRad). Semi-quantitative analyses were done using ImageLab 
software (BioRad), and results were expressed in Arbitrary Units (AU), 
considering control protein levels as 100%. Protein loading was routinely 
monitored by immunodetection of Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH).  
 
2.6. Thioflavin-S staining 
β-amyloid plaques were stained with Thioflavin-S using three animals per group. 
Three brain sections per animal were first rehydrated at room temperature by 5 
minutes incubation in PBS. Next, brain sections were washed 1 minute each in 
50%, 70% and 80% ethanol and incubated with 0.3% Thioflavin-S (Sigma-
Aldrich) solution for 10 minutes at RT in the dark. Subsequently, these samples 
were submitted to washes in 1 minutes series of 80%, 70% and 50% and finally, 
one last wash of 5 min in PBS. Then, slides were mounted with Fluoromount-
GTM (EMS, Hatfield, NJ, USA) and allowed to dry overnight. Image acquisition 
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was performed with a fluorescence laser microscope (Olympus BX51, Germany) 
using 4X and 20X objetives, and images were analysed by using ImageJ software. 
Similar and comparable histological areas were selected for plaque quantification, 
focusing on the adjacent positioning of the whole cortical area and the 
hippocampus. Each image was converted to 8-bit greyscale, thresholded to a linear 
scale, and the number of particles and the percentage of area covered by 
thioflavin-S were calculated and then averaged from three different sections from 
each animal.  
 
2.7. Amyloid-β protein levels quantification by ELISA 
Aβ40 and Aβ42 protein levels were analyzed by ELISA with the human amyloid-
β40 ELISA Kit (Invitrogen, #KHB3481; Thermo Fisher) and the human amyloid-
β42 Ultrasensitive ELISA Kit (Invitrogen, #KHB3441), respectively. All 
procedures followed the manufacturer’s instructions. 
 
2.8. Data Acquisition and Statistical Analysis  
Data analysis was conducted using GraphPad Prism ver. 8 statistical software. 
Data are expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM) of at least 3 
samples per group. One-way analysis of variance (ANOVA) was followed by 
Tukey post-hoc analysis or two-tail Student’s t-test when necessary. In case of 
MWM learning curve, repeated-measures ANOVA was performed. Statistical 
significance was considered when p-values were <0.05. The statistical outliers 
were determined with Grubbs’ test and, when necessary, were removed from the 
analysis. The cognitive analysis was performed blindly. An experimenter unaware 
of the treatment groups performed the tests and recorded the number of animals. 
Another experimenter analyzed the videos and the behavioural scoring. 
 
3. RESULTS  

3.1 Pharmacokinetic properties of UB-ALT-EV in mice. 

To characterize the pharmacokinetic profile of UB-ALT-EV after oral 
administration, its bioavailability (plasma and brain levels) was assessed in mice. 
Following a single oral administration of UB-ALT-EV (5 mg/Kg), absorption of 
UB-ALT-EV from the gastrointestinal tract was fast, reaching a maximum plasma 
concentration (Cmax) of 1.12 ± 0.76 µM after 45 min. Interestingly, a much higher 
concentration of UB-ALT-EV was found in the brain (Fig.1c inset) compared to 
plasma, indicating a fast and very high blood brain barrier (BBB) penetration. A 
Cmax of 17.10 ± 6.06 µM was determined in the brain, which was reached after 
about 1 h (Tmax = 56 min). Thus, the Cmax in the brain was 15-fold higher than that 
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in plasma. A brain/plasma ratio of 32 was observed after 1 h at Cmax (brain) (Fig. 
1c).  

 

3.2. Improvement in locomotion, anxiety-like behaviour and spatial memory 
after treatment with UB-ALT-EV 

OFT evaluation revealed an improvement of locomotor activity in treated groups 
compared to the 5XFAD Control group via the analysis of the total distance (Fig. 
2a). The analysis of the entries in the OFT center zone, as evaluation of anxiety-
like behavior, showed significantly fewer entries for 5XFAD Control group in 
comparison with WT group (Fig. 2b). Interestingly, both NMDAR antagonists 
treated groups increased center entries (Fig. 2b). The MWM is used to assess 
spatial memory. After the training period, the learning curve (Fig. 2c) revealed 
that all groups learned the platform’s location except the 5XFAD Control group, 
suggesting a learning deficits recovery after NMDAR antagonist treatment. On 
the trial day, the 5XFAD Control group, when the distance to the platform was 
evaluated, only 5XFAD control group did travel significantly more distance when 
compared to other groups (Fig. 2c). Moreover, WT group, memantine, and UB-
ALT-EV groups showed significantly more entries into the platform quadrant than 
the 5XFAD Control group (Fig. 2d). The swimming paths were recorded, and 
each group’s representative swimming path pattern is shown (Fig. 2e). This figure 
revealed that WT group, jointly with memantine and UB-ALT-EV treated groups, 
spent most of the time trying to find the platform in the correct quadrant, while 
the 5XFAD Control group showed an erratic swim-pattern (Fig. 2f). These results 
suggest that memantine and UB-ALT-EV protected against impairments in spatial 
memory caused by the 5XFAD mutations.  
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Fig. 2. Results of OF: Total distance (a), Entries in center zone (b). For Morris water maze: Learning 

curve (c), distance to target of the test day (d), entries in platform quadrant during the test (e) and 

representative swim paths patterns for each group (f). Values are the mean ± standard error of the 

mean (SEM); (n = 14 for WT, n = 8 for Control, n = 11 for Mem and n = 10 for UB-ALT-EV). For 

WT vs. 5XFAD Control groups data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD 

groups a standard one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed. In the 

case of MWM learning curve a repeated measures ANOVA was performed.  *p<0.05; **p<0.01 for 

WT vs. Control. #p<0.05; ##p<0.01; for Mem or UB-ALT-EV vs. Control.  

 

3.3. Chronic administration UB-ALT-EV prevented calcium dependent 
proteins activation  

Considering the relationship between intracellular calcium levels and NMDAR 
dysfunction, calcium-dependent proteins CaMKII and calpain-1 were evaluated. 
Regarding the CaMKII activation, we found significantly increased p-CaMKII 
levels in 5XFAD; both memantine and UB-ALT-EV treatments reduced p-
CaMKII levels (Fig. 3a, b). Likewise, compared to WT mice, the 5XFAD Control 
group showed significant higher calpain-1 protein levels that were significantly 
reduced after UB-ALT-EV treatment, but not in the case of memantine treated 
group (Fig. 3a, c).  
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Pursuing the UB-ALT-EV effects on calpain-1 protein levels, we evaluated α-
spectrin breakdown products (SBDP), a target of this protease. Accordingly, 
results revealed that 5XFAD Control mice presented significant higher protein 
levels of SBDP 150 kDa fragment, a marker of calpain activation, when compared 
to WT mice group, being diminished by UB-ALT-EV treatment (Fig. 3a, e). In 
addition, when the calpain target p35 was evaluated through the p25/35 ratio, 
5XFAD mice exhibited significantly higher levels when compared to WT (Fig. 
3a, f), further indicating a calpain-1 activation. Interestingly, UB-ALT-EV, but 
not memantine, reduced SBPD 150 kDa and p25/p35 ratio compared to 5XFAD 
control mice (Fig. 3a, d-f). All these findings agree with the hypothesis by 
reducing NMDAR overactivation, and all the calcium-dependent proteins would 
reduce their overactivity, then contributing to stopping the neurodegenerative 
process.  

 
Fig. 3.  Representative Western Blot (a) and quantifications for ratio p-CAMKII vs. total CAMKII 

(b), Calpain-1 (c), SBDP 120kDa (d) SBDP 150kDa (e) and ratio p25/35 (f). Values in bar graphs 

are adjusted to 100% for protein levels of the wild type (WT). Values are the mean ± Standard error 
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of the mean (SEM); (n = 3 for WT and Control groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-EV groups. 

For WT vs. 5XFAD Control groups data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 

5XFAD groups a standard one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed. 

*p<0.05; **p<0.01; for WT vs. Control. #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001 for Mem or UB-ALT-EV 

vs. Control.  

 

3.4. Reduced APP protein processing and tau kinases activation promotes a 
diminution in tau pathology and increases synapsin I level in 5XFAD mice 
after UB-ALT-EV treatment 

Since Aβ formation is a hallmark of AD, several APP protein processing proteins 
were studied. Significant higher protein levels of β-site amyloid precursor protein 
cleaving enzyme 1 (BACE1) were found in the 5XFAD Control group compared 
to the WT group. Strikingly, only UB-ALT-EV treated mice were able to 
significantly reduce their protein levels compared to the 5XFAD Control group 
(Fig. 4a, b). Moreover, protein levels of soluble amyloid precursor protein α 
fragment (sAPPα), a non-amyloidogenic pathway marker, were significantly 
increased in both treated groups compared to the 5XFAD Control group reaching 
similar levels of WT mice (Fig. 4a, c). In addition, when the c-terminal fragments 
(CTFs) were analyzed, the ratio CTFs/pre-APP results significantly higher in the 
case of 5XFAD Control group compared to the WT group. Likewise, a significant 
reduction of the ratio CTFs/pre-APP only was observed in UB-ALT-EV treated 
animals compared to the 5XFAD Control group (Fig. 4a, d). Those results suggest 
that after treatment with NMDAR antagonist, an amelioration of the 
amyloidogenic formation pathway and fostering non-amyloidogenic pathway.  

Since the hyperphosphorylation of tau is a hallmark of AD, several protein levels 
related to tau pathology were evaluated. We mentioned above an increase in p25 
(a coactivator of cyclin-dependent-kinase 5 (CDK5) tau kinase) and its diminution 
after UB-ALT-EV treatment (Fig. 3a, f). Pursuing tau kinases activity, we 
evaluated GSK3β quantifying the ratio p-GSK3β Tyr216/GSK3β and, 
remarkably, we only found a significant reduction in the UB-ALT-EV treated 
group in comparison with the 5XFAD Control group (Fig. 4a, e). Accordingly, 
only the UB-ALT-EV treatment significantly reduced protein levels of 
phosphorylated AT8 tau (Ser202, Th205) compared to the 5XFAD Control group 
(Fig. 4a, f). Besides, p-Tau (Ser396) protein was reduced after UB-ALT-EV but 
did not reach significance (Fig. 4a, g). All of the above results suggest that UB-
ALT-EV prevented tau hyper-phosphorylation.   

Synapsin I is a synaptic vesicle-associated protein downregulated in AD [41], and 
also It has been associated with tau [42]. Indeed, synapsin I was found in 
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significantly lower levels in the 5XFAD mice compared to the WT group (Fig. 
4a, h). Interestingly our results indicated that synapsin I protein levels were 
increased after treatment with UB-ALT-EV, but not with memantine (Fig. 4a, h).  

 

 
Fig. 4. Representative Western Blot (a) and quantifications for BACE1 (b) sAPPα (c), ratio 

CTFs/pre-APP (d) ratio p-GSK3β (Tyr216)/GSK3β (e), ratio AT8 p-Tau (Ser202, Th205)/Tau (f), 
ratio p-Tau/Tau (Ser396) (g) and Synapsin I a/b (h). Values in bar graphs are adjusted to 100% for 

protein levels of the wild type (WT). Values are the mean ± Standard error of the mean (SEM); (n 

= 3 for WT and Control groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-EV groups. For WT vs. 5XFAD 

Control groups data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD groups a standard 

one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed. *p<0.05; **p<0.01 for WT 

vs. Control. #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001 for Mem or UB-ALT-EV vs. Control. 
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 3.5. Reduced Amyloid-β deposition induced by NMDAR antagonists 

Amyloid-β plaques were quantified by Thioflavin-S staining (Fig. 5a) in 5XFAD 
mice hippocampus and cortex. Results highlighted the ability of the NMDAR 
antagonists treatments to reduce the amyloid burden compared to the 5XFAD 
Control group (Fig. 5b, c). Remarkably, we found that treated animals with 
memantine or UB-ALT-EV presented smaller size plaques compared to the 
5XFAD Control group (Fig. 5d). Interestingly, our results showed a significant 
increase of Aβ40 levels in 5XFAD mice treated with NMDA receptor antagonist, 
whereas no changes occurred for Aβ42 (Fig. 5e, f). Therefore, Aβ42/Aβ40 ratios 
were significantly decreased after treatment compared with control group (Fig. 
5g). These results highlighted the neuroprotective role of NMDAR antagonists in 
reducing an important hallmark of AD.  

 

 
Fig. 5. Thioflavin-S-positive staining (green) and DAPI (blue) in the 5XFAD hippocampus and 

cerebral cortex for Control, Mem and UB-ALT-EV. Scale bar: 200μm. (a). Quantification of the 

number of Aβ plaques in 5XFAD mice hippocampus (b) and cortex (c). Average Size of Aβ plaques 
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measurement (d). Levels of amyloid-β40 levels (e). Levels of amyloid-β42 (f). Ratio of amyloid-

β42/amyloid-β40 (g). Values are the mean ± Standard error of the mean (SEM); (n = 3 for each group). 

A standard one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed.  #p<0.05; 

##p<0.01 for Mem or UB-ALT-EV vs. Control. 

 

3.6. NMDAR antagonist UB-ALT-EV treatment in 5XFAD mice induced 
changes in apoptosis and the autophagic process   

To further evaluate the neuroprotective effects of NMDAR antagonists in 5XFAD 
mice, the levels of apoptosis-related proteins were determined. Caspase-3 was 
evaluated as a critical apoptotic protein, being protein levels significantly higher 
in 5XFAD Control mice than in the WT group. UB-ALT-EV treated 5XFAD mice 
showed a significant diminution in caspase-3 protein levels compared to the 
5XFAD Control group (Fig. 6a, b). By contrast, the SBDP 120kDa fragment (a 
marker of caspase-3 activation) increased in a significant way in memantine-
treated group compared to 5XFAD Control mice (Fig. 3a-d). Surprisingly, the 
anti-apoptotic protein B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) increased in 5XFAD Control 
mice, but after NMDAR antagonists treatment, Bcl-2 protein levels reached WT 
mice levels (Fig. 6a, c). By contrast, the pro-apoptotic protein Bax was found 
increased in 5XFAD Control mice, and after NMDAR antagonist treatment was 
reestablished to the WT levels (Fig. 6a, d). These findings indicated decreased 
apoptotic process in 5XFAD by NMDAR antagonist treatment. 

 
Fig. 6. Representative Western Blot (a) and quantifications for Caspase-3 (b) Bcl-2 (c) and Bax (d). 
Values in bar graphs are adjusted to 100% for protein levels of the wild type (WT). Values are the 
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mean ± Standard error of the mean (SEM); (n = 3 for WT and Control groups and n = 4 for Mem 

and UB-ALT-EV groups. For WT vs. 5XFAD Control groups data was analyzed using a two-tail 

Student’s t-test, and for 5XFAD groups a standard one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc 

analysis was performed.  *p<0.05 for WT vs. Control. #p<0.05; ##p<0.01 for Mem or UB-ALT-EV 

vs. Control. 

Additionally, autophagic markers were evaluated. Unc-51-like kinase (ULK1) 
and Beclin-1 are initiation markers of the autophagic process. A significant 
decrease in unc-51-like kinase and beclin-1 protein levels in 5XFAD compared 
with WT was demonstrated, therefore revealing a dysfunctional autophagy 
process. UB-ALT-EV and memantine treatments prevented those changes (Fig. 
7a, b, e). However, p62, a protein necessary for phagophore generation, was 
unmodified throughout the experimental groups (data not shown). Then, 
microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3 I and II (LC3B-I and LC3B-
II), a well-known essential actor for autophagy, was evaluated.  Usually, LC3B-II 
correlates with the number of autophagosomes. However, ratio LC3B-II/LC3B-I, 
was increased in transgenic mice and was partially diminished in UB-ALT-EV 
treated mice (Fig. 7a, c). Lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP-1) 
was also studied as a marker for autophagolysosome formation. Our results 
showed a significant decrease in LAMP-1 protein levels in 5XFAD Control mice 
in front of the WT mice, which were recovered to WT mice levels in 5XFAD mice 
treated with UB-ALT-EV. On the whole, results suggested that treatment 
increases autophagic flux in 5XFAD  mice (Fig. 7a, d).  

 

Figure 7.
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Fig. 7. Representative Western Blot (a) and quantifications for Beclin-1 (b), ratio LC3B-II vs. 

LC3B-I (c), LAMP-1 (d) and ULK1 (e). Values in bar graphs are adjusted to 100% for protein levels 

of the wild type (WT). Values are the mean ± Standard error of the mean (SEM); (n = 3 for WT and 

Control groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-EV groups. For WT vs. 5XFAD Control groups 

data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD groups a standard one-way 

ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed.  *p<0.05 for WT vs. Control. 

#p<0.05; ##p<0.01 for Mem or UB-ALT-EV vs. Control. 

 

4. DISCUSSION 

More effective pharmacological treatments or disease-modifying agents are 
urgently needed to slow down or prevent the progression of AD. Since memantine 
was approved in 2003 to treat patients with dementia and moderate to severe AD, 
no other drug has successfully passed clinical trials [43,44]. Only very recently 
the disease-modifying agent, aducanumab, has been conditionally approved by 
the FDA based on its presumed efficacy [45]. In any case, it is worth noting that 
nowadays symptomatic drugs, such as memantine, are still essential to treat the 
behavioral and cognitive alterations that appear during the disease.  

Notwithstanding, growing evidence suggesting that targeting NMDARs could 
protect against excitotoxicity and may also alter other signaling cascades, 
promoting indirect neuroprotective effects that have not previously been studied. 
Therefore, the field may benefit from developing new NMDAR antagonists with 
an improved pharmacological profile and reduced side effects or neurotoxicity. 
Furthermore, the development of new antagonists has also been described in 
several in vitro and in vivo published reports carried out over the last decade in 
various AD mouse models, demonstrating the potential to target NMDARs 
[38,46–48].  

The present study was conducted to demonstrate the efficacy of UB-ALT-EV, a 
new BBB penetrant optimized NMDAR antagonist, to ameliorate cognitive 
impairment through the modulation of NMDAR-mediated neurodegenerative 
pathways promoted by Aβ pathology in the 5XFAD mouse model. In addition, we 
incorporate memantine as a gold standard to compare to the new compound, UB-
ALT-EV. Of note, only two studies have been published describing the effects of 
memantine on 5XFAD mice, and to the best of our knowledge, none of them 
provides results about the effects of chronic low-dose memantine treatment on 
cognition, apoptosis and autophagy in 5XFAD mice [23,35].  

First, we demonstrated the oral bioavailability for UB-ALT-EV and its ability to 
cross BBB when applied orally at a 5 mg/Kg dose, confirming that it can reach 
the target in the brain in a sufficiently high concentration. As we expected, 
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NMDAR antagonist’s treatment improved behavioral tasks, showing higher 
locomotor activity, and reducing alterations associated with anxiety-like behavior. 
In addition, we confirmed a firmly cognitive recovery for spatial memory deficits 
in 5XFAD mice treated with both NMDAR antagonists, confirming our results in 
working memory in 5XFAD mice model treated with UB-ALT-EV and 
memantine [49]. Thus, in line with those results, it has been described that 
NMDAR antagonist strategy displayed better cognitive performance, including 
behavioral abnormalities in AD mice [23–25,35] 

Regarding the mechanisms of action, it is assumed that NMDARs are 
pathologically overactivated in AD. Resulting in elevated intracellular levels of 
Ca2+, which activate a variety of downstream signaling pathways that promote 
neurodegeneration [50]. However, the presence of NMDAR2A subunit rather than 
NMDAR2B on NMDARs complex has been described to mediate neuroprotective 
pathways [51,52]. We recently showed that NMDAR2A levels in 5XFAD mice 
were lower than WT, and UB-ALT-EV treatment was able to increase 
NMDAR2A subunit protein levels slightly but significantly [49]. Besides, we 
found that UB-ALT-EV, in a more effective way than memantine, increased 
tyrosine phosphorylation of NMDAR2B subunits. This event is known to prevent 
NMDARs internalization, and consequently fostering cell-survival, synaptic 
function and cognitive improvement. 

Another possible mechanism by which NMDAR antagonists could mediate 
neuroprotection is by reducing the calcium influx impacting the activity of 
calcium-dependent proteins [53]. In fact, NMDAR antagonists are known to 
modulate the calcium-mediated pathways related to neurodegenerative disorders 
like AD [54]. Then, we delve further into the modulation of calcium-dependent 
proteins by UB-ALT-EV and memantine in 5XFAD mice. Our experiments 
demonstrated that UB-ALT-EV significantly reduced calpain-1 levels and, 
importantly, its activation, as can be deducted by p25/p35 ratio decrease, pointing 
out a potent effect of this new NMDAR antagonist and suggesting a reduction of 
calcium signaling. The calpain-1 inhibition after UB-ALT-EV treatment was 
confirmed by the reduction of the α-spectrin SBDP 150 fragment protein levels in 
UB-ALT-EV treated animals but not memantine-treated ones. This is consistent 
with a previous work that demonstrated a reduction in calpain activation after the 
treatment with NDMARs antagonists [55]. 

Moreover, we found that after NMDAR antagonist treatment, CaMKII, other 
calcium-dependent protein, phosphorylation levels decreased, supporting the 
decrease in calcium entry through NMDARs, and subsequently, CaMKII 
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activation. Interestingly, it has been demonstrated that the decreased 
autophosphorylation of CaMKII recovered cognitive symptoms of dementia in 
mice by the use of memantine or donepezil [56]. Thus, the data support the 
hypothesis that calpain-1 and CaMKII activity modulation by UB-ALT-EV 
treatment might improve cell signaling and finally lead to reduced cognitive 
deficits presented by 5XFAD mice. Furthermore, we found increased levels of 
synapsin I, a synaptic vesicle-associated protein [57], after UB-ALT-EV 
treatment, that may explain partially the amelioration on 5XFAD mice cognitive 
status. Consistent with these findings, SynI-/- mice showed spatial and emotional 
abnormalities through different behavioral and cognitive tests [58]. Furthermore, 
UB-EV-ALT treatment increased levels of postsynaptic density protein 95 
(PSD95) in 5XFAD [49]. In whole, those findings suggested that UB-EV-ALT 
treatment mediates synapse improvement. 

Of note, CaMKII activation coincides with pathological phosphorylation of tau in 
AD brains and is also activated by the disruption of calcium homeostasis [59] like 
it occurs in 5XFAD mice. As mentioned, tau pathology is associated with a 
complex modulatory network of proteins, in which CDK5 and GSK3β are the 
most prominent tau kinases [60]. Then, we evaluated the activity of GSK3β 
through the ratio of p-GSK3β Tyr216/total GSK3β as well as tau phosphorylation 
levels. Our results showed that UB-ALT-EV, but not memantine, caused a 
diminution in GSK3β activity and AT8 levels in 5XFAD. These results reflect the 
modulation of this AD mark by UB-ALT-EV, linking GSK3β activity to 
NMDARs functionality which differs from that of classical NMDAR antagonists 
[25]. Moreover, we found that both treatments, UB-ALT-EV and memantine, 
ameliorated Aβ pathology in treated 5XFAD mice, as demonstrated by a reduction 
in the number and size of Aβ plaques, and also by the reduction of the Aβ42/Aβ40 
ratio [61]. Likewise, we found about 4x increased levels of Aβ40 in both treated 
groups. Of note, it is well established that this amyloid fragment inhibits Aβ 
deposition in vivo [62], suggesting in part the mechanism by which Aβ deposition 
might be reduced after both treatments. Furthermore, the improvement of 
amyloidogenic pathology after treatment with UB-ALT-EV was accompanied by 
beneficial effects on APP processing as evidenced by protein levels for BACE1, 
sAPPα and the CTFs/pre-APP ratio. Those results, support the hypothesis that 
disease progression in 5XFAD mice is modified by NMDAR antagonists 
treatment. 

The calpain protease system and autophagy are strongly interconnected, and 
modifications in calpain expression induce changes in autophagic processes. 
Concretely, it is known that calpains can cleave proteins involved in autophagy 
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[63]. In 5XFAD, autophagy was impaired by altered levels of ULK-1, beclin-1, 
LC3B, and LAMP-1 proteins, indicating that the autophagic process was 
unfinished. Interestingly, calpain-1 is implicated in the proteolytic cleavage of 
beclin-1, impeding the initiation of autophagosome formation [64]. In this line of 
evidence, treatment of 5XFAD mice with UB-ALT-EV increased beclin-1 protein 
levels probably due to the decreased calpain-1 proteolytic activity. Both 
phenomena allowed the initiation of the beclin-1-mediated autophagosome 
formation and continuation of the autophagic process induced by increased 
protein levels of ULK-1, which plays a critical role during the early stages of 
autophagy. In the next step of autophagy, 5XFAD mice revealed an accumulation 
of LC3B-II, a promoter of phagophore formation and low levels of LAMP-1, that 
plays an important role in lysosome biogenesis, indicating a defect in the 
autophagosome degradation. Interestingly, the reduced levels of LC3B-II vs. 
LC3B-I ratio observed in the 5XFAD-treated groups could be identified as an 
amelioration of the autophagosome accumulation. Moreover, UB-ALT-EV 
treatment increased LAMP-1 protein levels, enhancing the autophagolysosome 
generation and allowing the completion of effective and proper autophagy process 
that would improve cell function by removing cellular debris such as aberrant 
protein accumulation. Likewise, these findings are in accordance with the reduced 
Aβ plaques deposition results. Overall, it was reported that autophagy 
enhancement can drive a reduction in Aβ levels and apoptosis, thereby inhibiting 
apoptosis  [17–19,65]. Our results suggested that UB-ALT-EV would regulate 
apoptosis and autophagic process supporting its neuroprotective effect through 
NMDAR antagonism beyond memantine.  

Remarkably, the cross-talk between calpain-caspase-3 apoptotic signaling 
pathways has been related to AD through NMDARs overactivation [66]. Caspase-
3 protein levels were slightly modified in 5XFAD mice and decreased under UB-
ALT-EV treatment, but no changes in SBDP 120 kDa fragments were determined; 
however, it must be kept in mind that activation of caspase-3 is not directly 
associated with calcium increases. Furthermore, it was demonstrated that 
apoptosis could be promoted by autophagy in AD patients [67,68], whereby the 
reduced levels of caspase-3 found here could be explained by the increased 
autophagic process induced by UB-ALT-EV treatment. Supporting those results, 
it was found that memantine could attenuate cell apoptosis by inhibiting the 
calpain-caspase-3 after ischemic stroke intervention [15].  

Regarding the Bcl-2, increased levels are well described in AD brains [69], and 
previous reports demonstrated high levels of Bcl-2 in mice models of AD that 
were reduced after treatment with neuroprotective drugs [28,70]. Accordingly, 
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Bcl-2 expression after treatment confirmed the influence of NMDAR antagonists 
on regulating the apoptotic process.  

 
5. Conclusions 
Based on our results, it can be concluded that chronic treatment with UB-ALT-
EV resulted in neuroprotective effects on 5XFAD mice, ameliorating the tau and 
amyloid pathology, as well as cognitive improvements (Fig. 8). Together with 
those recently reported, these findings propose new NMDAR antagonist drug 
research opportunities on more effective treatments for fighting against cognitive 
impairment and AD. 

 
Fig. 8. Illustrative cartoon of effects of UB-ALT-EV in 6-months-old 5XFAD mice. 
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Table S1: Antibodies used for Western blotting experiments. 

  

Antibodies Host Source Dilution 
α-Spectrin alpha chain Mouse Millipore/MAB1622 1:1000 

APP C terminal fragment Mouse Covance / SIG-39152 1:1000 

BACE Rabbit Cell Signaling / #5606 1:1000 

Bax Rabbit Cell Signaling / #2772 1:1000 

BCL-2 Rabbit Cell Signaling / #2870 1:1000 

Beclin-1 Rabbit Cell Signaling / #3495 1:1000 

Calpain-1 Rabbit Bio-Rad / AHP2443 1:1000 

CaMKII Rabbit Abcam / ab52476 1:1000 

CaMKII (Phospho-Thr286) Rabbit Signalway Antibody / 

#11287 

1:1000 

Caspase-3 Rabbit BD Transduction 

Laboratories / C31720 

1:1000 

GAPDH Mouse Millipore / #MAB374 1:5000 

GSK3β  Rabbit Cell Signaling / #9315 1:1000 

GSK3β (Phospho-Y216) Rabbit Abcam / ab75745 1:1000 

LAMP1 Mouse Santa Cruz Biotechnology / 

sc-19992 

1:500 

LC3B  Rabbit Cell Signaling / #2775 1:1000 

p25/35 Rabbit Cell Signaling / #2680 1:1000 

Tau Total Rabbit GeneTex/GTX112981 1:1000 

Tau (phospho-Ser396) Rabbit Invitrogen/#44-752G 1:1000 

Tau (phosphor-Ser202, 
Thr205)(AT8) 

Mouse Invitrogen/ #MN1020 1:1000 

sAPPα Rabbit Covance / SIG-39139-005 1:1000 

Synapsin Ia Mouse Santa Cruz Biotechnology / 

sc-136086 

1:500 

ULK1 Mouse Santa Cruz Biotechnology / 

sc-390904 

1:500 

ULK1 (Phospho-Ser757) Rabbit Cell Signaling / #6888 1:1000 

anti-mouse HRP conjugated Goat  Bio-Rad / 170-5047 1:2000 

anti-rabbit HRP conjugated Goat Bio-Rad / 170-6515 1:2000 
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Fig. S1. Body weight measurement over the last six weeks of the study for WT 
and 5XFAD mice. 
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RESUM 

Durant la MA els alts nivells de glutamat afavoreixen l’aparició de 
l’excitotoxicitat desencadenant l’aparició de la neuroinflamació, l’estrès oxidatiu 
i finalment provocant la mort neuronal. Tenint en compte que la memantina ha 
demostrat modular aquests processos relacionats amb la neurodegeneració, aquest 
estudi es va centrar en avaluar l’efecte del tractament crònic per via oral amb UB-
ALT-EV, un antagonista del receptor NMDA optimitzat, en ratolins transgènics 
de la MA de 6 mesos d’edat.  

Els canvis obtinguts en la via CaN/NFATc1 després del tractament indiquen una 
disminució de l’activitat inflamatòria, que posteriorment es va confirmar 
observant la reducció de l’activació astroglial i microglial, avaluades mitjançant 
els marcadors GFAP i Iba-1. A més, la disminució de l’expressió gènica de Trem2 

induïda pel tractament amb UB-ALT-EV, però no per la memantina feia indicar 
una modulació de l’activitat fagocítica de la micròglia diferents entre els dos 
compostos. En aquest sentit, després de l’avaluació dels nivells d’expressió gènica 
de marcadors proinflamatoris i antiinflamatoris associats a la micròglia, es va 
comprovar com el compostos UB-ALT-EV i memantina els regulen de forma 
diferencial. A més a més, l’UB-ALT-EV va reduir els nivells d’expressió gènica 
d’iNOS, un marcador que indica el vincle entre l’activitat microglial i l’estrès 
oxidatiu. Per aquest motiu, es va dur a terme l’anàlisi de 84 gens associats a 
l’estrès oxidatiu, mitjançant l’ús un bioxip (del terme en anglès array) per tal 
d’identificar vies d’activitat oxidativa modulades pel compost. L’anàlisi 
bioinformàtic, va identificar l’acció del compost UB-ALT-EV sobre vies 
implicades en l’activitat generadora de superòxid, l’activitat antioxidant i l’acció 
de citoquines.  

En conjunt, els resultats suggereixen una activitat moduladora de processos 
inflamatoris i oxidatius per part del compost UB-ALT-EV diferent a la de la 
memantina. Aquests resultats suggereixen que el procés d’optimització de la 
molècula de la memantina té un alt potencial en el camp de desenvolupament de 
noves teràpies per la MA. 
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ABSTRACT 

In Alzheimer's disease pathology, several neuronal processes are dysregulated by 
excitotoxicity including neuroinflammation and oxidative stress (OS). New 
therapeutic agents capable of modulating such processes are needed to foster 
neuroprotection. Here, the effect of an optimised NMDA receptor antagonist, UB-
ALT-EV and memantine, as a gold standard, have been evaluated in 5XFAD 
mice. Following treatment with UB-ALT-EV, nor memantine, changes in the 
calcineurin (CaN)/NFAT pathway were detected. UB-ALT-EV increased 
neurotropic factors (Bdnf, Vgf and Ngf) gene expression. Treatments reduced 
astrocytic and microglial activation as revealed by GFAP and Iba-1 quantification. 
Interestingly, only UB-ALT-EV was able to reduce gene expression of Trem2, a 
marker of microglial activation and NF-κB. Pro-inflammatory M1-microglial 
phenotype (Il-1β, Ifn-γ, Ccl2 and Ccl3) markers were down-regulated in UB-ALT-
EV-treated mice but not in memantine-treated mice. Interestingly, the anti-
inflammatory markers of the M2-migroglial phenotype, chitinase-like 3 (Ym1) 

and Arginase-1 (Arg1), were up-regulated after treatment with UB-ALT-EV. 
Since iNOS gene expression decreased after UB-ALT-EV treatment, a qPCR 
array containing 84 OS-related genes was performed. We found changes in Il-19, 

Il-22, Gpx6, Ncf1, Aox1 and Vim gene expression after UB-ALT-EV. In sum, our 
results reveal a robust effect on neuroinflammation and OS processes after UB-
ALT-EV treatment, surpassing the memantine effect in 5XFAD. 
 
Keywords: NMDA antagonist, neuroinflammation, neurotrophins, oxidative 
stress, calcineurin, NFAT1c 
 
1. INTRODUCTION 

N-Methyl-d-Aspartate receptors (NMDARs) and aberrant post-synaptic calcium 
signalling have been implicated in neurodegenerative conditions, including 
Alzheimer's Disease (AD)1. However, the physiological activity of NMDARs is 
necessary to mediate some aspects of development, synaptic transmission and 
normal neuronal function2,3. In AD, high levels of glutamate can be released from 
glial cells favouring excitotoxicity and leading to a massive influx of Ca2+ 
mediated by NMDARs4, promoting cell death5, oxidative stress (OS)6, and 
neuroinflammation7. Thus, the activation of several inflammatory signalling 
pathways promotes the synthesis of many proinflammatory mediators, including 
cytokines as well as other immune mediators such as reactive oxygen species 
(ROS), fostering a chronic neuroinflammatory state triggered by glial reactivity 
(especially microglia and astrocytes)7,8.  
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Considering these facts, it is important to note that inflammatory response, glial 
activation and OS are three associated mechanisms that emerge as main factors 
for AD progression9. Pursuing this vicious cycle between ROS and glial 
activation, the inflammatory regulatory signalling molecules, which are directly 
activated by calcineurin (CaN), nuclear factor of activated T-cells (NFAT) and the 
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell (NF-κB), can be 
modulated by ROS increase10–12. Thus, in AD, both signalling pathways can feed 
a forward cycle in which cytokine production increases amyloid-β (Aβ) and 
neurofibrillary tangles (NFTs) production that mediates the release of more 
cytokines and maintain a continuous environment of inflammation and gliosis13. 
Moreover, a balance between ROS production and the antioxidant defence is 
essential for neuronal synaptic functionality14; when this equilibrium is 
inadequate, the accumulation of ROS triggers a deleterious response in the brain15. 
In AD, there is an unbalanced activity of the antioxidant enzymatic machinery16. 
Indeed, a link between ROS and neuroinflammation has been widely described 
via nitric oxide synthase (iNOS)17. iNOS activity and expression are tightly 
regulated by cytokines. Therefore, inflammatory process control directly impacts 
OS, resulting in a deleterious effect on neuronal functionality18. 

For decades AD treatment has included memantine, a non-competitive NMDAR 
antagonist, combined with acetylcholinesterase inhibitors19. Although these 
drugs’ effectiveness has been seriously questioned in Alzheimer's patients in 
advanced stages20,21, they are the only clinical option available, as the efficacy of 
the recently amyloid β-directed monoclonal antibody aducanumab is still 
controversial22,23. It is well-known that memantine reduces neuronal damage and 
ameliorates memory and learning dysfunction24,25. All these beneficial effects 
could induce a reduction in neuroinflammation and consequently a cerebral 
function improvement. Furthermore, several pathways modulated by NMDAR 
blockade have been implicated in neuroprotection against excitotoxicity, in 
addition to those directly activated by calcium dysregulation26. All these 
beneficial effects could induce a reduction of neuroinflammation and OS, and 
consequently a cerebral function improvement, reinforcing the idea of targeting 
NMDARs to reduce neuroinflammation in AD. Nevertheless, as mentioned, 
clinical trials have shown that memantine displays a lack of effectivity in severe 
AD27. Therefore, new NMDAR antagonists with a higher capability to modulate 
glutamate signalling are needed.  

We have developed an optimized NMDAR antagonist, UB-ALT-EV, with an 
excellent compromise between potency as an NMDAR channel blocker and 
druggable properties28. Strikingly, the compound UB-ALT-EV exhibits better 
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neuroprotective effects than memantine in 5XFAD mice28. The 5XFAD 
transgenic mouse model is well-established for describing the molecular 
alterations in AD associated with Aβ accumulation, co-expressing five familial 
AD mutations29. Importantly, 5XFAD also showed an association between 
cognitive impairment, chronic neuroinflammation and OS markers suggesting the 
contribution of glial activation and OS in AD pathology29. 

In the present study, we delved into the modulation of signalling pathways exerted 
by UB-ALT-EV compared to memantine, focusing on glial activation, 
neuroinflammatory response, and OS by using the 5XFAD mouse model. 
Therefore, we evaluated several inflammatory pathways, including their 
cytokines, as well as we determined changes in gene expression of OS markers 
related to the triggering of neuroinflammation following memantine and UB-
ALT-EV treatments in 5XFAD mice. 

2. RESULTS 

2.1.  NMDAR antagonists treatments modified CaN/NFATc1 signaling 
pathway in 5XFAD mice. 

Alterations in CaN/NFAT activity have been associated with glial activation and 
excitotoxity in 5XFAD30. In this regard, it would be interesting to evaluate the 
ability of NMDAR antagonists to modulate CaN/NFAT pathway. Strikingly, we 
found that the phosphorylated NFATc1 was significantly reduced in 5XFAD mice 
compared to the WT group. Intriguingly, we found that UB-ALT-EV, but not 
memantine, increased phosphorylated NFATc1levels, thereby preventing nuclear 
translocation (Fig. 1a, b). Considering these results, CaN, a calcium-dependent 
protein with phosphatase activity, revealed higher protein levels in the 5XFAD 
group compared to the WT group. Conversely, in both treated groups, CaN protein 
levels were decreased compared to the 5XFAD control group (Fig. 1a, c). 
Collectively, these results suggest a role of both NMDAR antagonists in 
modulating CaN/NFAT signaling pathway, by reducing Ca2+ entry and its 
downstream mediators. 

 

d

WT Control Mem UB-ALT-EV
0

100

200

300

400

GFAP

%
 v

s.
 W

T *

#

5XFAD

WT Control Mem UB-ALT-EV
0

2

4

6

8

10

M
ea

n 
in

te
ns

ity
 o

f
 G

FA
P

 in
 D

G

####

**

5XFAD

WT Control Mem UB-ALT-EV
0

5

10

15

M
ea

n 
in

te
ns

ity
 o

f
 G

FA
P

 in
 C

A
1

**

5XFAD

WT Control Mem UB-ALT-EV
0

5

10

15

M
ea

n 
in

te
ns

ity
 o

f
 G

FA
P

 in
 C

A
3 *

5XFAD

- 50 kDa
- 37 kDa

WT Control Mem UB-ALT-EV
GFAP

GAPDH

5XFAD

e

f

Control Mem UB-ALT-EVWT

De
nt

at
e 

Gy
ru

s
CA

1
CA

3

GF
AP

, H
oe

ch
st

5XFAD

Figure 1. 

b c

WT Control Mem UB-ALT-EV
0

50

100

150

Calcineurin

%
 v

s.
 W

T ## ##

*

5XFAD

WT Control Mem UB-ALT-EV
0

50

100

150

%
 v

s.
 W

T 

*

#

Ratio phospho-NFATc1 
vs. NFATc1

5XFAD

- 100 kDa

- 100kDa

WT Control Mem UB-ALT-EV

- 37 kDa

- 59 kDa

a

Calcineurin

GAPDH

- 37 kDa

- 37 kDa

GAPDH

GAPDH
NFATc1

p-NFATc1 (Ser 172)

5XFAD



3.4  Article 4 

 151 
 

 
Fig. 1. Treatment with UB-ALT-EV changed the protein expression of inflammatory and 
astrocytic activation markers and in 5XFAD mice. Representative Western Blot (a) and 

quantifications for ratio phospho-NFATc1 vs. NFATc1 (b) and CaN (c). Values in bar graphs are 

adjusted to 100% for protein levels of the wild type (WT). Representative GFAP (Red) and Hoechst 

(Blue) positive staining in dentate gyrus, CA1 and CA3 hippocampal areas (d). Scale bars: 200μm. 

Mean intensity of GFAP staining in dentate gyrus, CA1 region, and CA3 region (e). Representative 

Western Blot and quantification for GFAP (f). Values are the mean ± Standard error of the mean 

(SEM); (n = 3 for WT and Control groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-EV groups. For WT vs. 

5XFAD Control groups data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD groups 

a standard one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed. *p<0.05 ; 

**p<0.01 for WT vs. Control. #p<0.05; ##p<0.01 for Mem or UB-ALT-EV vs. Control. 

2.2.  UB-ALT-EV and memantine treatments reduced hippocampal 
astrogliosis in 5XFAD mice.  

Next, we assessed the impact of NMDAR antagonists on astrogliosis performing 
an immunofluorescence assay against GFAP (Fig. 1d). The results revealed 
significantly higher GFAP immunostaining in 5XFAD mice compared to WT 
mice in the dentate gyrus, CA1 and CA3 regions. UB-ALT-EV and memantine 
treatments reduced astrogliosis in the dentate gyrus but not in CA1 and CA3 brain 
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regions (Fig. 1d,e). Besides, total GFAP protein expression was evaluated by 
western blot analysis. As expected, 5XFAD showed significantly higher total 
protein levels when compared to WT and UB-ALT-EV, but not memantine, 
treatment reduced significantly GFAP protein levels compared to the 5XFAD 
control group (Fig. 1f). 

2.3.  Differential expression levels of microglial markers after UB-ALT-EV 
or memantine treatment in 5XFAD mice. 

Signs of microglial activation have been established in the AD brains, indicating 
a prominent role of neuroinflammation in the pathogenesis of AD 13. 5XFAD 
microglial activation was evaluated by immunofluorescence analysis of Iba-1 
protein and Trem2 gene expression. Higher levels of Iba-1 protein were 
determined in 5XFAD mice compared to WT mice in CA1, CA3 regions and 
dentate gyrus (Fig. 2a). NMDAR antagonist treatments reduced Iba-1 
immunostaining in dentate gyrus and CA3 regions, but not in CA1 (Fig. 2a, b). 
Accordingly, Trem2 gene expression analysis revealed increased expression in 
5XFAD mice when compared to WT mice. Interestingly, only UB-ALT-EV 
treatment was able to significantly reduce gene expression of Trem2 in 5XFAD 
mice (Fig. 2c). These results demonstrated that UB-ALT-EV reduced microglial 
markers better than memantine.  
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Fig. 2. Treatment-induced changes in the expression of microglial activation markers with 
NMDA receptor antagonists in 5XFAD of 6 months of age. Representative Iba-1 (Red) and 

Hoechst (Blue) positive staining in dentate gyrus, CA1 and CA3 hippocampal areas (a). Scale bars: 

200μm. Mean intensity of Iba-1 staining in dentate gyrus, CA1 region, and CA3 region (b). 
Representative gene expression for Trem2 (c). Values are the mean ± Standard error of the mean 

(SEM); (n = 3 for WT and Control groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-Ev groups. For WT vs. 

5XFAD Control groups data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD groups 

a standard one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed.  **p<0.01; 

***p<0.001 for WT vs. Control. #p<0.05; ##p<0.01 for Mem or UB-ALT-EV vs. Control. 

2.4.  UB-ALT-EV treatment changed the expression of proinflammatory 
(M1) phenotype microglial markers in 5XFAD mice 

Microglial cells can show a damaging "M1 proinflammatory" phenotype or an 
"M2 anti-inflammatory", neuroprotective phenotype depending on the released 
mediators. The transcription factor NF-κB promotes the release of inflammatory 
cytokines/chemokines associated with an M1 phenotype31. Assessment of NF-κB 
protein levels revealed significantly higher levels in the 5XFAD group compared 
to WT. Interestingly, while the memantine group significantly increased NF-κB 
protein levels, UB-ALT-EV treatment in 5XFAD mice significantly reduced 
protein levels of this transcription factor, compared to the 5XFAD control group 
(Fig. 3a). To decipher the precise role of NMDARs on inflammation, we carried 
out an exhaustive gene expression evaluation of proinflammatory (M1) phenotype 
microglial markers. Then, we evaluated Interleukin-6 (Il-6), interleukin-1β (Il-

1β), Interferon-gamma (Ifn-γ), tumor necrosis factor α (Tnf-α), monocyte 

chemoattractant protein-1 (Ccl2), C-C chemokine ligand 3 (Ccl3) and C-C 

Chemokine ligand 12 (Ccl12). All the proinflammatory markers evaluated 
revealed significantly higher expression in 5XFAD mice compared to WT mice 
(Fig. 3b,c,d,e,h). Interestingly, memantine treatment produced no change 
compared to 5XFAD control group, but the UB-ALT-EV group showed a 
significant diminution in Il-1β, Ifn-γ, Ccl2 and Ccl3 gene expression compared to 
5XFAD Control group (Fig. 3c,d,e,f,g). Taken together, these data suggest that 
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UB-ALT-EV treatment reduces microglial activation, unlike memantine 
treatment, by reducing the NF-κB signaling pathway. 

 

 

Fig. 3. Differential effect of UB-ALT-EV treatment over memantine treatment on gene 
expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory microglial markers in 5XFAD mice. 
Representative Western Blot and quantification for NF-κB (a). Values in bar graphs are adjusted to 

100% for protein levels of the wild type (WT). Representative gene expression for Il-6 (b), Il-1β (c), 
Ifn-γ (d), Tnf-α (e), Ccl2 (f), Ccl3 (g), Ccl12 (h), Ym1 (i), Arg1 (j), Bdnf (k) Ngf (l), Vgf (m) and 
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iNOS (n) . Values are the mean ± Standard error of the mean (SEM); (n = 3 for WT and Control 

groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-EV groups. For WT vs. 5XFAD Control groups data was 

analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD groups a standard one-way ANOVA 

followed by Tukey post-hoc analysis was performed. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 

****p<0.0001 for WT vs. Control. #p<0.05; ###p<0.001 for Mem or UB-ALT-EV vs. Control. 

2.5.  UB-ALT-EV treatment increased gene expression of microglial markers 
(M2 phenotype) together with neurotrophins and reduced iNOS gene 
expression in 5XFAD mice 

To further assess microglial activation, we measured anti-inflammatory (M2) 
markers of the microglial phenotype such as chitinase-like 3 (Ym1), Arginase-1 

(Arg1), and neurotrophins gene expression. Interestingly, 5XFAD mice showed 
higher expression levels of Ym1 compared to WT mice, which may indicate a 
possible compensatory mechanism (Fig. 3i).  Besides, results revealed a 
significant anti-inflammatory effect after UB-ALT-EV treatment in 5XFAD mice, 
whereas memantine treatment did not induce changes (Fig. 3i,j). Furthermore, 
microglial cells could affect neuronal plasticity by releasing neurotrophic 
factors32. Thus, we found that after UB-ALT-EV administration, Bdnf, Ngf and 
Vgf gene expression in 5XFAD increased significantly, being like the levels 
exhibited by WT mice, whereas for memantine, only Bdnf gene expression was 
increased (Fig. 3k,l,m). These results revealed the robust neuroprotective efficacy 
of UB-ALT-EV compared to memantine. Finally, we investigated the association 
between microglial activation and OS through iNOS gene expression. 
Interestingly, we observed that only the UB-ALT-EV treated group could reduce 
iNOS gene expression (Fig. 3n). 

2.6.  UB-ALT-EV treatment regulates genes associated with OS response in 
5XFAD mice 

We then sought further to investigate the OS response following treatment with 
UB-ALT-EV. First, we determined the expression profile of OS-associated genes 
in the UB-ALT-EV-treated 5XFAD mice, whereby we carried out a qPCR array 
containing 84 OS-related genes. Clustering analysis revealed three gene clusters 
(Fig. 4a). After function and process pathway analysis by using the GO database, 
we found that cluster 1 functional enrichment is mainly associated with 
superoxide activity (GO:0016175), and oxidoreductase activity (GO:0016491) 
(Table 1, and Supplementary Fig. 1). Likewise, the process enrichment is 
associated with superoxide processes and response to OS (Supplementary Fig. 
1). The changes in Aox1 and Gpx6 gene expression found were also validated for 
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UB-ALT-EV group but nor for memantine (Fig. 4b,c,d). Cluster 2 is functional 
associated with antioxidant (GO:0016209), oxidoreductase (GO:0016491) and 
peroxidase (GO:0004601) activities (Table 2, and Supplementary Fig. 1), 
partially validated through Ncf1 and Vim for both NMDAR antagonist treatments 
(Fig. 4e,f,g). Besides, the GO enrichment process showed modulation associated 
with response to OS, stress and ROS metabolic process (Supplementary Fig. 1). 
Finally, cluster 3 is associated with cytokine activity (GO:0005125) in functional 
enrichment analysis and mainly associated with ROS metabolic as well as IL-6 
production in process enrichment (Table 3, and Supplementary Fig. 1), and it 
was only validated through Il-19 and Il-22 in UB-ALT-EV treated mice group 
(Fig. 4h,i,j). Additionally, KEGG analysis for cluster 1 demonstrated alterations 
in the phagosome, and AD pathways, among others. Regarding KEGG analysis 
for cluster 2, we found enrichment associated with tyrosine and glutathione 
metabolisms, longevity regulating pathway, among others (Supplementary Fig. 
1). By last, KEGG analysis for cluster 3 demonstrated the association with 
cytokine-cytokine receptor interaction and some inflammatory pathways 
(Supplementary Fig. 1).  

On the other hand, using the TRRUST database, we found that some genes present 
in cluster 1, 2 and 3 can be regulated by NF-kB and REL (Supplementary Table 
2), two subunits of the transcription factor NF-kB, suggesting that NF-kB 
modulates the neuroinflammatory process in the 5XFAD model after UB-ALT-
EV treatment. Therefore, these results suggest that treatment with UB-ALT-EV 
in 5XFAD reverses the OS process, affecting the neuroinflammation and vice 
versa in a better way than memantine treatment. 
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Fig. 4. qPCR analysis of 84 OS-related gene expression after a treatment with NMDA receptor 
antagonists in 6-month-old 5XFAD mice. Hierarchical clustering of the qPCR array in WT and 

5XFAD mice treated with UB-ALT-EV (a). The predicted protein-protein interactions analysis are 

shown (b,e,h). Validation of representative subset of genes. Gene expression of Aox1(a), Gpx6(b), 
Ncf1(f), Vim(g), Il-19(i), and Il-22(j) in the hippocampus of WT and 5XFAD mice groups. Gene 

expression were determined by qPCR. Values are the mean ± Standard error of the mean (SEM); (n 

= 3 for WT and Control groups and n = 4 for Mem and UB-ALT-EV groups. For WT vs. 5XFAD 

Control groups data was analyzed using a two-tail Student’s t-test, and for 5XFAD groups a standard 

one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc analysis was performed. *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001; ****p<0.0001 for WT vs. Control. #p<0.05; ###p<0.001 for Mem or UB-ALT-EV vs. 

Control. 
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3. DISCUSSION 

Based on our previous studies demonstrating the promising role of UB-ALT-EV, 
an NMDA antagonist, against neurodegeneration28, we hypothesized that this new 
compound could have an additional therapeutic role in neuroinflammation, a 
relevant key mechanism in the onset of AD, apart from the canonical calcium 
signaling regulation mediated by NMDA antagonists. We found that UB-ALT-
EV promoted neuroprotection by modifying neuroinflammation, reducing glial 
activation via microglial response modulation. Moreover, UB-ALT-EV exhibited 
a relevant role in the reduction of the OS state, due to the up-regulation of anti-
inflammatory mediators in an AD mouse model (5XFAD). 

Brain inflammation is a defense mechanism with a neuroprotective effect against 
injury and infection, and in early degenerative stages, there is a balance between 
proinflammatory and anti-inflammatory responses33. However, there appears to 
be a shift from resting microglia to classically activated microglia in AD, 
impairing the cytokine balance that ultimately leads to a chronic 
neuroinflammatory environment34. Otherwise, there are several pathways by 
which Ca2+ dysregulation can be linked to releasing cytokines that promote 
neuroinflammation. In particular, the CaN/NFAT pathway has been associated 
with Ca2+ dysregulation and glial activation35. The increase in the 
dephosphorylated form of the transcription factor NFATc1 reflects an increase in 
its nuclear translocation and fosters a chronic inflammatory state, synapse 
dysfunction and glutamate dysregulation36. CaN, as a phosphatase, can 
dephosphorylate NFAT allowing its nuclear translocation and the activation of 
cytokines transcription. These observations are consistent with several published 
reports showing high CaN and NFAT protein levels in 5XFAD30. However, to our 
knowledge, the effect of NMDAR blockage on CaN/NFAT pathway remains 
unknown. In our study, we found that both NMDAR antagonists tested, 
memantine and UB-ALT-EV reduced CaN protein levels but only UB-ALT-EV 
significantly increased p-NFATc1/NFAT protein level ratio. Therefore, these 
results suggest the implication of UB-ALT-EV in preventing the production of 
several proinflammatory cytokines regulated by CaN/NFAT signaling pathway, 
and likewise a diminution in gliosis phenomena. 

In the light of our findings, we further explored astrocyte activation by evaluating 
GFAP protein levels in the hippocampus. As expected, an up-regulation of GFAP 
protein was observed in the hippocampus of 5XFAD mice37–39. Memantine 
significantly reduced GFAP protein levels in the dentate gyrus, while UB-ALT-
EV delivered similar results. In addition, UB-ALT-EV treatment significantly 
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reduced total GFAP protein content, probably because the reduction in global 
astroglial activation was greater after UB-ALT-EV treatment than with 
memantine.  

Microglial activation is known to be divided into two phenotypic profiles: the 
proinflammatory (M1) and the anti-inflammatory (M2)40. In AD, there is an 
altered homeostasis between the two microglial phenotypes, and a cytokine-
dominated inflammatory landscape occurs, enhancing the shift to the M1 
phenotype over M241. Therefore, to pursue the inflammatory process accounting 
in 5XFAD mice model, the microglial status was evaluated through Iba-1 and 
Trem2. According to the literature,  increases in Iba-1 were found in 5XFAD 
mice37. Strikingly, we observed a reduction in Iba-1 staining in 5XFAD 
hippocampus treated with NMDAR antagonists, specifically in the CA3 
region26,42. TREM2, a cell surface receptor that is mainly expressed in microglial 
cells43, is relevant in the phagocytic role of microglia, constituting a key mediator 
against Aβ deposition44. As a consequence of glial activation in 5XFAD mice, an 
up-regulation of the Trem2 gene expression accounted37. Interestingly, we found 
that UB-ALT-EV but not memantine induced changes in Trem2 gene expression, 
suggesting a novel anti-inflammatory effect of UB-ALT-EV by preventing 
microglial activation. In line with our results, a recent study in microglial cells 
demonstrated that TREM2 levels were unchanged after memantine 
pretreatment45.  

NF-κB  is also a CaN-sensitive transcription factor implicated in the  
proinflammatory phenotype (M1) of glial activation46. Recent studies reported the 
NF-κB inhibition by memantine indicating that NF-κB signaling can be regulated 
after NMDARs47,48. Here, we found an unexpected up-regulation of NF-κB in the 
5XFAD memantine-treated group, being downregulated in the case of UB-ALT-
EV treatment, accordingly with arrays results by the TRRUST analysis. Thus, 
these results indicated a different modulation of the inflammatory process by the 
two NMDARs antagonist tested.  

To delve further into these findings, several proinflammatory cytokines associated 
with M1 phenotype were evaluated. Interestingly, Ifn-γ, Il-1β, Ccl2 and Ccl3 gene 
expression was reduced only by UB-ALT-EV in the 5XFAD group correlating 
with reduced NF-κB protein levels. Of note, the anti-inflammatory activated 
microglia (M2) phenotype can contribute to neuronal plasticity by also expressing 
neurotrophic factors40,41,46. Here, when M2 microglial state was assessed in 
5XFAD mice, UB-ALT-EV treatment induced not only up-regulation of Ym1 and 
Arg1 gene expression but also the up-regulation of several neurotrophins such as 
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Bdnf, Ngf and Vgf, involved in neuroprotection49, whereas memantine only 
induced the expression of Bdnf, indicating the improved capacity of UB-ALT-EV 
to promote neuroprotective effects. Consistent with these findings, we previously 
demonstrated improvements in the reduction of Aβ deposition, tau 
hyperphosphorylation, and autophagic processes after UB-ALT-EV treatment 
compared to the memantine group28. 

Lastly, we found that iNOS gene expression was modulated in a significant way 
by UB-ALT-EV, and weakly by memantine. iNOS is an enzyme implicated both 
in the control of inflammatory mediators’ release, but also in the generation of 
ROS that contributes to neuronal damage and AD progression17. Besides, it is 
well-established that neuroinflammation can induce OS, and vice versa, by 
activating multiple pathways. Then, we evaluated the implication of OS 
modulation in the neuroprotective effects of UB-ALT-EV by using a qPCR array 
determination of the 84 genes associated with OS signaling pathways. After 
analysis, we found that UB-ALT-EV changed the gene expression of 24 genes in 
5XFAD, generating three hierarchical clusters based on the enrichment heatmap. 
Remarkably, our results showed alterations in GO enrichment analysis in 
processes associated with superoxide-generating NADPH oxidase activity 
(Cluster 1), cytokine activity (Cluster 2), and antioxidant activity (Cluster 3), 
among others. KEGG pathways are also related to OS and inflammation, among 
others. Furthermore, we were able to validate that the gene expression of Il-19, Il-

22, Gpx6, and Ncf1 were significantly reduced in 5XFAD treated mice, and a clear 
tendency was observed for Aox1 and Vim. Gene array validation indicated a better 
modulation of UB-ALT-EV than memantine, for both OS and inflammatory 
pathways, thus demonstrating optimization of the efficacy of the NMDAR 
antagonist. 

Overall, our results highlighted that the treatment with UB-ALT-EV changes the 
inflammatory landscape in 5XFAD mice, suggesting an attenuation of M1 
phenotype activated microglia. Besides, anti-inflammatory effects were 
accompanied by OS changes. These beneficial effects were not so clear in 5XFAD 
treated with memantine, indicating additional pharmacological activities of UB-
ALT-EV, which were also found in previous studies28. Thus, the optimized 
NMDARs antagonist, UB-ALT-EV, offers a new opportunity for the treatment of 
AD, showing novel neuroprotective mechanisms including the reduction of 
proinflammatory microglial markers and the amelioration of astrocyte activation, 
additionally to calcium entry blockage (Fig. 5). 
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Fig. 5. Illustrative cartoon of effects of UB-ALT-EV in 6-months-old 5XFAD mice in oxidative 
and neuroinflammatory pathology.  

 
 
4. MATERIALS AND METHODS 

4.1.  Animals and treatment 

Six-month-old female 5XFAD mice (n = 29) and wild type (WT) (n = 14) mice 
were randomly allocated to experimental groups and divided into four groups: WT 
control and 5XFAD control, administrated with vehicle ((2-hydroxypropyl)-β-
cyclodextrin 1.8 %) and 5XFAD treated with memantine, or UB-ALT-EV 
(5mg/kg/day) dissolved in vehicle. The sample size for the intervention was 
chosen following previous studies in our laboratory and using one of the available 
interactive tools (http://www.biomath.info/power/index.html) that is designed to 
estimate the required sample size to achieve adequate power. Compounds were 
administered through drinking water for 4 weeks and the doses of each cage were 
weekly re-calculated taking into account the daily water consumption in each cage 
and monitoring the body weight of the animals. Animals had free access to food 
and water and were maintained under standard temperature conditions (22 ± 2 °C) 
and 12 h: 12 h light-dark cycles (300 lux/0 lux). Water consumption was 
monitored weekly, and both NMDAR antagonist concentrations were adjusted in 
the tap water bottle to achieve the precise dose. 

Research was conducted in accordance with the Institutional Guidelines for the 
Care and Use of Laboratory Animals established by (European Communities 
Council Directive 2010/63/EU and Guidelines for the Care and Use of Mammals 
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in Neuroscience and Behavioural Research, National Research Council 2003) and 
approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation (CEEA) of the 
University of Barcelona. All experimental procedures with mice followed the 
recommendations in the ARRIVE guidelines. All possible efforts were taken to 
reduce the number of animals and their suffering. 

4.2. RNA extraction and gene expression determination 

Mice were euthanized by cervical dislocation after the treatment period. The 
brains were immediately removed from the skulls, and the hippocampus were 
dissected, frozen and maintained at −80 °C. Total RNA isolation from 
hippocampal samples was performed using the TRIzol® reagent according to the 
manufacturer’s instructions (Bioline Reagent). The yield, purity and quality of 
RNA were determined spectrophotometrically with a NanoDrop™ND-1000 
apparatus (Thermo Scientific) and an Agilent 2100B Bioanalyzer (Agilent 
Technologies). RNA samples with 260/280 ratios higher than 1.9 were selected. 
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) was performed. 
Briefly, 1 μg and 2 μg of messenger RNA (mRNA) was reverse transcribed using 
a high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems) for PCR 
Array performance and q-PCR validation, respectively. Genes are listed in 
Supplementary Table 1.  

SYBR® Green real-time PCR was performed on a Step One Plus Detection System 
(Applied-Biosystems) employing SYBR® Green PCR Master Mix (Applied-
Biosystems). Each reaction mixture contained 6.75 μL of complementary DNA 
(cDNA) (which concentration was 2 μg), 0.75 μL of each primer (which 
concentration was 100 nM), and 6.75 μL of SYBR® Green PCR Master Mix (2X). 
Data were analyzed utilizing the comparative Cycle threshold (Ct) method 
(ΔΔCt), where the housekeeping gene level was used to normalize differences in 
sample loading and preparation. Normalization of expression levels was 
performed with β-actin for SYBR® Green-based real-time PCR results. Each 
sample was analyzed in duplicate, and the results represent the n-fold difference 
of the transcript levels among different groups. 

4.3.  Real-time quantitative PCR Array  

Real-time quantitative PCR array containing 84 oxidative stress-related genes 
(qPCR Sign Arrays 96 system, AnyGenes, Paris, France) was used for screening 
according to the instructions of the manufacturer. Briefly, 2μL of diluted cDNA 
pooled samples (n=3-4) (2μg cDNA diluted at the 1/12 from Reverse 
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Transcription (20μL) performed with 1μg of RNA) was mixed with 10μl of 2X 
Perfect Master Mix SYBR Green and 8μL Ultra-pure H2O and added to each well, 
being consequently the total reaction volume 20μL per well.  After 20μL of the 
reaction mix was in each well of the 96-well plate, the plate was centrifuged and 
then the qPCR run was performed using a Step One Plus Detection System 
(Applied-Biosystems), following the manufacturer’s recommendations and 
protocols. PCR reaction conditions were 95 °C, 10 min; 95 °C, 5 s and 60 °C, 30 
s, ×40 cycles. After completion of the reaction, the melting curve was analyzed, 
95 °C, 10 s, 65 °C-95 °C, 30 s. 

4.4.  Hierarchical clustering 

Hierarchical clustering was carried out with the genes screened on the qPCR Sign 
Arrays 96 system to assess the expression profile among the study groups. Genes 
were grouped into three clusters based on the expression profile using the R 
package pheatmap. Expression data were then clustered by Euclidean distances 
between genes and by applying the complete hierarchical clustering method.  

4.5.  Protein-protein interaction network and functional annotation 

We conducted protein-protein interaction networks using the STRING database50. 
A PPI enrichment p-value <0.001 was taken as statistically significant, indicating 
that proteins are at least partially biologically connected. To establish the 
functional annotation of the three groups, we identified the Gene Ontology (GO) 
and undertook pathway analysis with the Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (KEGG), by using the Database for Annotation, Visualisation and 
Integrated Discovery (DAVID)51. GO terms and KEGG pathways with an 
adjusted p-value <0.05 were taken as statistically significant. We used the KEGG 
mapping tool to show downregulated (green) and up-regulated (red) genes in the 
KEGG pathway maps52. To assess transcriptional regulatory interactions between 
the three gene clusters and mouse transcriptional factors (TFs), we used the 
TRRUST database53. TRRUST identifies potential TFs involved in the regulation 
of genes of interest. TFs with an adjusted p-value<0.05 were considered 
statistically significant. 

4.6.  Protein Level Determination by Western Blotting 

For western blot analyses, mice were euthanized by cervical dislocation and the 
brains were removed immediately from the skull. The hippocampus was then 
excised and frozen in powdered dry ice. They were kept at -80 °C for subsequent 
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use in protein extraction. For protein extraction, tissue samples were homogenized 
in lysis buffer containing phosphatase and protease inhibitors (Cocktail II, Sigma-
Aldrich). Total protein levels were extracted, protein concentration was 
determined by Bradford's method and 15 μg samples were separated by sodium 
dodecyl sulphate-polyacrylamide dodecyl sulphate gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (8-20%). After transfer to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes 
(Millipore), the membranes underwent blocking in 5% nonfat milk in Tris-
buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 TBS (TBS-T) for 1 hour at room 
temperature (RT), which was followed by overnight incubation at 4°C with the 
primary antibodies: NFATc1 (St John’s/STJ24751) diluted 1:1000; p-NFAT 
(Ser172) (Invitrogen/PA5-64696) diluted 1:500; Calcineurin 
(BioRad/VPA00329) diluted 1:1000; Glyceraldehyde-3-Phosphate 
Dehydrogenase (Millipore/MAB374) diluted 1:5000; GFAP (Gene 
Tex/GTX100850) diluted 1:1000; NF-κB (Cell signaling/8242S) diluted 1:1000; 
Goat-anti-mouse HRP conjugated (Biorad Lab 170-5047) diluted 1:6000 and 
Goat-anti-rabbit HRP conjugated (Biorad Lab/170-6515) diluted 1:6000). The 
membranes were then washed and incubated with secondary antibodies for 1 hour 
at RT. Immunoreactive proteins were imaged with the chemiluminescence-based 
detection kit, following the manufacturer's protocol (ECL Kit, Millipore), and 
digital images were then acquired using the ChemiDoc XRS+ system (BioRad). 
Semi-quantitative analyses were conducted using ImageLab software (BioRad), 
and results were extracted in arbitrary units (AU), considering control protein 
levels as 100%. Protein loading was routinely controlled by immunodetection of 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).  

4.7.  Immunofluorescence assay 

For immunofluorescence, mice were anesthetized (ketamine 100 mg/kg and 
xylazine 10 mg/kg, intraperitoneally) and then intracardially perfused with 4% 
paraformaldehyde (PFA) diluted in 0.1 M phosphate buffer solution. The brains 
were removed and post-fixed in 4% PFA overnight at 4 °C. Thereafter, the brains 
were changed to PFA + 15% sucrose. Finally, brains were frozen in powdered dry 
ice and stored at -80°C until sectioning. Coronal brain sections of 30 μm were 
obtained (Leica Microsystems CM 3050S cryostat, Wetzlar, Germany) and stored 
in cryoprotective solution at -20°C until used. 

Free-floating brain slices were washed 5 min in PBS and blocked and 
permeabilized in PBS, BSA 1% and 0,3% Triton X-100 solution for 20 min. After 
two washes of 5 min with PBS (0,1M), primary antibody (GFAP (Dako/Z0334) 
or Iba-1 (Abcam/ab48050) , were incubated over-night at 4ºC at a dilution of 
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1:400. The following day, after two washes with PBS, the secondary antibody 
(Alexa Fluor® 594, Abcam/ab150080) was incubated at room temperature for 1h 
in the dark at a dilution of 1:400. Later, sections were co-incubated with 1mg/ml 
Hoechst (Sigma®) staining solution for 5 min in the dark at room temperature and 
washed twice for 5 min in PBS. Finally, the slices were mounted with 
Fluoromount G (EMS, USA).  

4.8.  Image acquisition and analysis 

Acquisition of images was conducted with a fluorescence laser microscope 
(Olympus BX51, Germany). At least 3 images from 4 different individuals per 
group were analyzed with ImageJ/Fiji software from the National Institutes of 
Health available online. For the acquisition of glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) and Iba-1 images, a fixed exposure was maintained for all samples in all 
the experiments. Fluorescence intensity of GFAP and Iba-1 positive cells was 
measured in different areas of the hippocampus (CA1, CA3 and dentate gyrus) 
and the quantification was then averaged from each subject's three different 
sections. 

4.9. Data Acquisition and Statistical Analysis 

Data analysis was conducted using GraphPad Prism ver. 9 statistical software. 
Data are expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM) of at least 3 
samples per group. Strain was compared using the two tail Student’s t-test to 
evaluate differences between WT vs. 5XFAD control group. For 5XFAD mice 
One-way analysis of variance (ANOVA) was followed by Tukey post-hoc 
analysis or two-tail Student’s t-test when necessary. Statistical significance was 
considered when p-values were <0.05. The statistical outliers were determined 
with Grubbs’ test and, when necessary, were removed from the analysis.  
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Table 1. Function and process pathway analysis by using the GO data base of 

cluster 1  

 

 
 

 

#term ID description observed 
gene count 

background 
gene count 

strength false 
discovery 
rate 

matching proteins in your 
network (IDs) 

matching 
proteins in 
your 
network 
(labels) 

GO:00161
75 

Superoxide-
generating nad(p)h 
oxidase activity 

3 8 2.96 4.04e-05 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000032781,
10090.ENSMUSP00000033610 

Ncf1,Nox4,
Nox1 

GO:00161
76 

Superoxide-
generating nadph 
oxidase activator 
activity 

2 8 2.79 0.0070 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000037423 

Ncf1,Noxa1 

GO:00164
91 

Oxidoreductase 
activity 

5 710 1.24 0.0070 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779,
10090.ENSMUSP00000032781,
10090.ENSMUSP00000033610,
10090.ENSMUSP00000059977 

Ncf1,Mpo,
Nox4,Nox1,
Ptgs1 

GO:00161
74 

NAD(P)H oxidase 
H2O2-forming 
activity 

2 9 2.74 0.0071 10090.ENSMUSP00000032781,
10090.ENSMUSP00000033610 

Nox4,Nox1 

GO:00068
01 

Superoxide metabolic 
process 

5 33 2.57 2.53e-08 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779,
10090.ENSMUSP00000032781,
10090.ENSMUSP00000033610,
10090.ENSMUSP00000037423 

Ncf1,Mpo,
Nox4,Nox1,
Noxa1 

GO:00425
54 

Superoxide anion 
generation 

4 13 2.88 2.66e-07 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000032781,
10090.ENSMUSP00000033610,
10090.ENSMUSP00000037423 

Ncf1,Nox4,
Nox1,Noxa
1 

GO:00069
52 

Defense response 7 1133 1.18 0.00014 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779,
10090.ENSMUSP00000023790,
10090.ENSMUSP00000028062,
10090.ENSMUSP00000032781,
10090.ENSMUSP00000033610,
10090.ENSMUSP00000059977 

Ncf1,Mpo,
Krt1,Vim,N
ox4,Nox1,P
tgs1 

GO:00427
43 

Hydrogen peroxide 
metabolic process 

3 33 2.35 0.0012 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779,
10090.ENSMUSP00000033610 

Ncf1,Mpo,
Nox1 

GO:00026
79 

Respiratory burst 
involved in defense 
response 

2 5 2.99 0.0091 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779 

Ncf1,Mpo 

GO:00069
79 

Response to oxidative 
stress 

4 395 1.39 0.0309 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779,
10090.ENSMUSP00000033610,
10090.ENSMUSP00000059977 

Ncf1,Mpo,
Nox1,Ptgs1 

GO:00018
78 

Response to yeast 2 14 2.54 0.0310 10090.ENSMUSP00000016094,
10090.ENSMUSP00000020779 

Ncf1,Mpo 



  

 

 
 
Table 2. Function and process pathway analysis by using the GO data base of cluster 2. 
#term ID term 

description 
observed 
gene 
count 

background 
gene count 

Strengt
h  

false discovery 
rate 

Matching proteins in your network (IDs) matching proteins in 
your network 
(labels) 

GO:00162
09 

Antioxidant 
activity 

4 70 2.06 0.00020 10090.ENSMUSP00000004453,10090.ENSMU
SP00000021005,10090.ENSMUSP0000002370
7,10090.ENSMUSP00000026328 

Gpx6,Tpo,Sod1,Prdx4 

GO:00164
91 

Oxidoreductase 
activity 

6 710 1.23 0.0012 10090.ENSMUSP00000001027,10090.ENSMU
SP00000004453,10090.ENSMUSP0000002100
5,10090.ENSMUSP00000023707,10090.ENSM
USP00000026328,10090.ENSMUSP000000369
36 

Aox1,Gpx6,Tpo,Sod1,
Prdx4,Scd1 

GO:00046
01 

Peroxidase 
activity 

3 40 2.18 0.0020 10090.ENSMUSP00000004453,10090.ENSMU
SP00000021005,10090.ENSMUSP0000002632
8 

Gpx6,Tpo,Prdx4 

GO:00069
79 

Response to 
oxidative stress 

6 395 1.48 0.00026 10090.ENSMUSP00000004453,10090.ENSMU
SP00000021005,10090.ENSMUSP0000002370
7,10090.ENSMUSP00000026328,10090.ENSM
USP00000029769,10090.ENSMUSP000001027
10 

Gpx6,Tpo,Sod1,Prdx4
,Gclm,Txnip 

GO:00069
50 

Response to 
stress 

9 3045 0.77 0.0023 10090.ENSMUSP00000004453,10090.ENSMU
SP00000021005,10090.ENSMUSP0000002370
7,10090.ENSMUSP00000026328,10090.ENSM
USP00000029769,10090.ENSMUSP000000369
36,10090.ENSMUSP00000044363,10090.ENS
MUSP00000084586,10090.ENSMUSP0000010
2710 

Gpx6,Tpo,Sod1,Prdx4
,Gclm,Scd1,Recql4,H
spa1a,Txnip 

GO:00725
93 

Reactive 
oxygen species 
metabolic 
process 

3 101 1.77 0.0318 10090.ENSMUSP00000021005,10090.ENSMU
SP00000023707,10090.ENSMUSP0000002632
8 

Tpo,Sod1,Prdx4 
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Table 3. Function and process pathway analysis by using the GO data base of 

cluster 3. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

#term 
ID 

term 
descripti
on 

observed 
gene count 

backgr
ound 
gene 
count 

streng
th 

false 
discovery 
rate 

matching 
proteins in your 
network (IDs) 

matching 
proteins in 
your 
network 
(labels) 

 

GO:0
00512
5 

Cytokine 

activity 

3 215 1.79 0.0491 10090.ENSMUS

P00000039600,1

0090.ENSMUSP

00000094449,100

90.ENSMUSP00

000108084 

Ccl5,Il22,Il
19 

 

GO:0
07259
3 

Reactive 

oxygen 

species 

metaboli

c process 

4 101 2.24 4.23e-05 10090.ENSMUS

P00000018610,1

0090.ENSMUSP

00000050497,100

90.ENSMUSP00

000094449,10090

.ENSMUSP0000

0108084 

Nos2,Epx,Il
22,Il19 

 

GO:0
03263
5 

interleuki

n-6 

productio

n 

2 12 2.87 0.0327 10090.ENSMUS

P00000018610,1

0090.ENSMUSP

00000108084 

Nos2,Il19  

GO:0
07267
7 

Eosinoph

il 

migration 

2 18 2.69 0.0455 10090.ENSMUS

P00000039600,1

0090.ENSMUSP

00000050497 

Ccl5,Epx  
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Supplementary Table 1. Primers used in qPCR studies. 
 

Target Forward primer (5'-3') Reverse primer 5'-3' 

Trem2 CCTGAAGAAGCGGAATGGG CTTGATTCCTGGAGGTGCT 

Il-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT 

Il-1β ACAGAATATCAACCAACAAGTGATATTCTC GATTCTTTCCTTTGAGGCCCA 

Ifn-γ CCTTCTTCAGCAACAGCAAGGCG CTTGGCGCTGGACCTGTGGG 

Tnf-α TCGGGGTGATCGGTCCCCAA TGGTTTGCTACGACGTGGGCT 

Ccl2 CCAGCAAGATGATCCAATG CTTCTTGGGGTCAGCACAGA 

Ccl3 TGACCCCCAAGGCTCAAATA CCCAGGTCCTCGCTTATGATC 

Ccl12 ACACTGGTTCCTGACTCCTCT ACCTGAGGACTGATGGTGGT 

Ym1 GACAGGGCTCCTTTCAGGAC  GCCAAGGTTAAAGCCACTGC  

Arg1 GTGGAGAAAGACATTCCAAGGC  CAGTTCAGGGATCTTGTACCCA  

Bdnf GGGAAATCTCCTGAGCCGAG AGCTTTCTCAACGCCTGTCA 

Ngf GGAGCGCATCGAGTGACTT CCTCACTGCGGCCAGTATAG 

Vgf GTCAGACCCATAGCCTCCC CTCGGACTGAAATCTCGAAGTTC 

iNOS GGCAGCCTGAGAGACCTTTG GGAAGCGTTTCGGGATCTGAA 

Il-19 CACACAAGCTCACTTGCACT  GCAAGAATCTGAGAGGCCGA  

Il-22 GTGCGATCTCTGATGGCTGT GACGATGTATGGCTGCTGGA 

Aox1 CATAGGCGGCCAGGAACATT TCCTCGTTCCAGAATGCAGC 

Gpx6 GTCACGGTTTTGGGCTTTCC  CTGGTGACCGAGTGGAACAA  

Ncf1 TGGAGGGCAGAGACAATCCA AGGGATAGGAGCCGTCTAGG 

Vim GCAGTATGAAAGCGTGGCTG  CTCCAGGGACTCGTTAGTGC  

β-
Actin 

CAACGAGCGGTTCCGAT GCCACAGGTTCCATACCCA 
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Supplementary Table 2. TRRUST database, analysis for cluster 1, 2 and 3  
 
 

 

Key TF Description # of 
overlapped 

genes 

P value Q value List of overlapped genes 

Nfkb1 Nuclear factor of 
kappa light 

polypeptide gene 
enhancer in B cells 1, 

p105 

5 3.95e-06 3.42e-05 Nos2,Ptgs1,Ccl5,Gclm,Ngb 

Rel reticuloendotheliosis 
oncogene 

3 5.26e-06 3.42e-05 Nos2,Ccl5,Ngb 

Ep300 E1A binding protein 
p300 

3 5.36e-05 0.000232 Txnip,Nos2,Scd1 

Mlxipl MLX interacting 
protein-like 

2 0.000151 0.00049 Txnip,Scd1 

Irf8 Interferon regulatory 
factor 8 

2 0.000361 0.000797 Nos2,Ccl5 

Irf1 Interferon regulatory 
factor 1 

2 0.000427 0.000797 Ccl5,Nos2 

Rela v-rel 
reticuloendotheliosis 

viral oncogene 
homolog A (avian) 

3 0.000429 0.000797 Ngb,Ccl5,Nos2 

Hdac1 Histone deacetylase 1 2 0.000537 0.000873 Nos2,Ccl5 

Spi1 Spleen focus forming 
virus (SFFV) proviral 
integration oncogene 

2 0.0011 0.00159 Ccl5,Ncf1 

E2f1 E2F transcription 
factor 1 

2 0.00165 0.00214 Nox4,Nos2 

Fos FBJ osteosarcoma 
oncogene 

2 0.00214 0.00253 Nos2,Ccl5 

Jun Jun proto-oncogene 2 0.0112 0.0121 Ccl5,Nos2 

Sp1 Trans-acting 
transcription factor 1 

2 0.0431 0.0431 Ptgs1,Ngb 
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Els esforços dedicats durant les últimes dues dècades per a desxifrar la gran 
complexitat de la MA han permès conèixer millor la patogènia de la malaltia, i 
identificar noves dianes terapèutiques (J. Cummings, Feldman, & Scheltens, 
2019; J. Cummings, Lee, Zhong, Fonseca, & Taghva, 2021; Vaz & Silvestre, 
2020). Malauradament, des de que la memantina es va aprovar per l’ús clínic, 
l’any 2003 (Marder, 2004), només un nou agent terapèutic ha estat capaç de 
superar la fase III d'assajos clínics, l’anticòs monoclonal aducamumab, encara que 
amb certa controvèrsia (Mahase, 2021). 

Clínicament, la MA s’inicia presentant dèficits cognitius que van acompanyats 
d’una sèrie de símptomes neurològics i psiquiàtrics que augmenten a mesura que 
la malaltia progressa. Alguns d’ells s’han associat a un deteriorament cognitiu 
funcional més ràpid (Becker, Boiler, Lopez, Saxton, & McGonigle, 1994; López 
& DeKosky, 2008). Els fàrmacs disponibles pel tractament de la MA (sense tenir 
en compte l’aducanumab) es basen en la substitució o modulació de 
neurotransmissors per finalment produir un benefici simptomàtic de la malaltia 
(Dooley & Lamb, 2000; Müller, 2007; Parsons, Danysz, & Quack, 1999). Entre 
ells, la memantina és capaç de millorar el comportament i la funció cognitiva en 
estadis de la malaltia moderats i greus (Kishi et al., 2017). Tot i això, s’assumeix 
que el seu benefici clínic es manté durant un any i es necessiten sis mesos de 
tractament addicional per determinar si segueix havent un benefici clínic o cal 
abandonar el tractament (Gagnon, Rive, Hux, & Guilhaume, 2007).  Per aquest 
motiu el tractament amb memantina es considera molt poc efectiu i, és imperatiu 
avançar en el desenvolupament de noves molècules que facin front de manera més 
eficaç a la MA. 

Una de les estratègies que s’està imposant amb força en el camp de 
desenvolupament de noves teràpies per la MA, és la de posicionar de nou els 
fàrmacs ja en ús pel tractament de la MA, al centre de la recerca, optimitzant-los 
per aconseguir una eficàcia major. Gràcies a la col·laboració establerta entre el 
nostre grup d’investigació i el grup de Química Farmacèutica de la Facultat de 
Farmàcia i Ciències de l’Alimentació de la Universitat de Barcelona, vam tenir la 
possibilitat de participar en la caracterització farmacològica de nous compostos 
antagonistes dels receptors de NMDA. Així doncs, aquesta tesi doctoral ha 
abordat l’avaluació farmacològica de dos nous antagonistes del receptor NMDA, 
seleccionats per la seva activitat optimitzada sobre aquest receptor en estudis in 
vitro, les seves característiques farmacocinètiques i electrofisiològiques  i perfil 
de seguretat. Concretament, hem estudiat una amina policíclica (RL-208) (Figura 
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11) i un compost amb un nou anell benzopolicíclic força diferent químicament de 
la memantina (UB-ALT-EV) (Figura 12).  

En el primer estudi es va dur a terme la prova de concepte dels efectes de 
l’antagonista RL-208 sobre la MA esporàdica, utilitzant ratolins SAMR1 i 
SAMP8. Es va avaluar la funció cognitiva i els canvis moleculars produïts pel 
tractament; entre ells, marcadors d’apoptosi, estabilitat sinàptica, estrès oxidatiu i 
fosforilació de tau, a més de l’avaluació de la via BDNF/TrkB implicada en la 
supervivència neuronal. Posteriorment, en vista dels bons i prometedors resultats 
obtinguts amb el compost RL-208 ens vam proposar avaluar farmacològicament 
l’UB-ALT-EV, que presenta unes millors característiques farmacocinètiques que 
el compost RL-208 i, es va assenyalar com el compost més atractiu per la seva 
avaluació in vivo. En primer lloc, es va avaluar  farmacològicament el compost 
UB-ALT-EV en el model C. elegans, amb la finalitat d’avaluar en un model in 
vivo senzill els efectes del nou compost sobre el comportament. Tot seguit, en 
vista dels resultats obtinguts es va avaluar l’efecte neuroprotector de l’UB-ALT-
EV en ratolins 5XFAD, soca transgènica per la MA familiar. En aquesta segona 
fase vam afegir la memantina com a tractament de referència (del terme en anglès 
gold standard). Aquest estudi es pot considerar també una prova de principi (del 
terme en anglès proof-of-principle), ja que no existeixen articles publicats 
utilitzant un tractament crònic amb antagonistes del receptor NMDA a una dosi 
baixa, en el model 5XFAD. En aquest cas, es van avaluar l’efecte dels dos 
antagonistes sobre la cognició, els marcadors histopatològics de la MA, i vies 
moleculars associades a la neurodegeneració. Finalment,  considerant els resultats 
previs i l’idea assenyalada per diversos autors, que associa la neuroinflamació i 
l’estrès oxidatiu com mecanismes directament implicats en el procés 
neurodegeneratiu, es va dur a terme un estudi dirigit a avaluar l’efecte del 
tractament amb el compost UB-ALT-EV sobre aquests processos moleculars. 

4.1 Efecte de nous compostos antagonistes del receptor 

NMDA sobre la funció cognitiva 

La pèrdua de memòria és una característica bàsica i definitòria de la MA (Perry, 
Watson, & Hodges, 2000; Welsh, Butters, Hughes, Mohs, & Heyman, 1991). Es 
manifesta de manera típica com alteracions de la memòria episòdica, la memòria 
semàntica (Greene & Hodges, 1996; Lambon Ralph, Patterson, Graham, Dawson, 
& Hodges, 2003; Salmon, Heindel, & Lange, 1999) i la memòria de treball 
(Baddeley, Logie, Bressi, Sala, & Spinnler, 1986; Morris & Baddeley, 1988). Els 
receptors NMDA participen en la transmissió i la plasticitat sinàptica, processos 
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considerats com la base de l’aprenentatge i la memòria (Kodis, Choi, Swanson, 
Ferreira, & Bloom, 2018; Paoletti, Bellone, & Zhou, 2013). Però, l’activació 
patològica d’aquests receptors durant la MA, suposa una pèrdua gradual de la 
funció sinàptica i la mort de les cèl·lules neuronals, que correlaciona clínicament 
amb el deteriorament progressiu de les funcions cognitives (Danysz & Parsons, 
2003; R. Wang & Reddy, 2017; Wenk, 2006). Per aquest motiu, es considera una 
estratègia viable l’ús d’antagonistes del receptor NMDA com a tractament 
neuroprotector per a la MA. Tenint en compte que la memantina és un agent 
terapèutic eficaç pel tractament de les alteracions de la memòria i els desordres 
cognitius característics de pacients amb la MA es van avaluar els efectes sobre la 
memòria dels nous antagonistes del receptor NMDA seleccionats. 

L’avaluació de l’efecte del tractament amb l’UB-ALT-EV i amb memantina en 
models de patologia amiloidogènica de C. elegans ens va permetre aportar una 
primera evidència sobre el paper dels antagonistes del receptor NMDA sobre la 
cognició dels nematodes. Tant el test de motilitat com el de la quimiotaxi en dues 
soques diferents que expressen el pèptid Aβ en cèl·lules motores (soca CL2006) i 
neuronals (soca CL2355) van permetre demostrar el potencial terapèutic dels 
compostos, atès que van modular l’alteració locomotora i en van revertir 
l’alteració quimiotàctica. 

Seguidament, atès que la progressió de la MA s’associa amb el deteriorament 
progressiu de l’hipocamp, una estructura cerebral essencial per la consolidació de 
la informació de la memòria i per les funcions cognitives (Jahn, 2013), es van dur 
a terme una sèrie de tests cognitius que avaluen diferents tipus de memòria 
dependent de l’hipocamp, en els ratolins SAMP8 i 5XFAD: El test de 
reconeixement de l’objecte nou (NORT, de l’anglès Novel Object Recognition 
Test), el test de localització d’objecte (OLT, de l’anglès Object Location Test) i el 
test de laberint d’aigua de Morris (MWM, de l’anglès Morris Water Maze). El 
tractament crònic amb l’antagonista RL-208 a ratolins SAMP8 o el tractament 
amb el compost UB-ALT-EV a ratolins 5XFAD de sis mesos d’edat va millorar 
tant la memòria de reconeixement a curt i a llarg termini com la memòria espacial 
dels animals tractats, de manera anàloga a la memantina. Els resultats obtinguts 
indiquen que el tractament amb els antagonistes del receptor NMDA amb una 
estructura modificada respecte a la de la memantina continua sent una estratègia 
terapèutica eficaç pel tractament del deteriorament cognitiu de la MA. A més, ja 
que els dos models utilitzats representen dues etiologies diferents de la MA, la 
millora de la memòria produïda pels nous compostos indica una acció 
neuroprotectora sobre la memòria, independentment del seu origen.  
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Per altra banda, durant la MA, a part de les alteracions de la memòria, existeixen 
una sèrie de símptomes neuropsiquiàtrics que s’han anomenat símptomes 
conductuals i psicològics associats a la demència (del terme en anglès behavioral 
and psychological symptoms of dementia) (Petrovic et al., 2007). Aquests 
símptomes són tan rellevants des del punt de vista clínic com els símptomes 
cognitius, ja que presenten una forta associació amb el grau de deteriorament 
funcional pressent en els pacients amb la MA (Petrovic et al., 2007). Entre ells, hi 
trobem l’agitació, les alteracions motores, l’ansietat, la irritabilitat, la depressió o 
els dèficits en la sociabilitat (Monastero, Mangialasche, Camarda, Ercolani, & 
Camarda, 2009). De fet, s’ha demostrat de manera repetida en diferents estudis 
amb rosegadors que l’aïllament social promou el dèficit de memòria en models 
animals de la MA (Ali, Khalil, Elariny, & Abu-Elfotuh, 2017; Leser & Wagner, 
2015). Així mateix, l’aïllament social es considera la principal font d’estrès mental 
i psicosocial que contribueix a l’augment de la prevalença de les malalties 
neurològiques, a més d’augmentar el risc d’aparició de molts trastorns 
neuropsicològics (Friedler, Crapser, & McCullough, 2015; O’Keefe et al., 2014). 
De la mateixa manera, el comportament de tipus ansiós és un símptoma 
freqüentment diagnosticat en pacients amb la MA, que es relaciona amb un 
deteriorament ràpid de la funció cognitiva (Geda et al., 2008; Wilson et al., 2003).  

Diversos autors han descrit com el tractament amb memantina és capaç de revertir 
alteracions en la sociabilitat i el comportament de tipus ansiós en rosegadors, 
indicant una relació entre els desajustos dels nivells de Ca2+ i aquest tipus de 
símptomes característics de la demència (Almahozi, Radhi, Alzayer, & Kamal, 
2019; Bagewadi, Ak, & Shivaramegowda, 2015; Chez et al., 2007; Kumar & 
Sharma, 2016; Meeker, Chadman, Heaney, & Carp, 2013). Per aquest motiu es va 
avaluar en primera instància l’alteració de la conducta social després del 
tractament crònic amb RL-208 en els animals SAMP8, mitjançant el test de les 
tres cambres (TCT, de l’anglès Three Chamber Test). Gràcies als paràmetres 
avaluats, vam demostrar que el tractament amb RL-208 en ratolins SAMP8, era 
capaç de modificar positivament la conducta social dels rosegadors. Així doncs, 
considerant que l’alteració de la conducta social dels pacients amb MA és molt 
habitual i que aquest fenomen pot empitjorar la progressió de la malaltia, aquests 
resultats són d’especial rellevància (Hsiao, Chang, & Gean, 2018). Per aquest 
motiu, i, tenint en compte que s’ha associat positivament l’aïllament social amb 
l’aparició de comportaments de tipus ansiós (Kumari, Singh, Baghel, & Thakur, 
2016), es van avaluar paràmetres de comportament de tipus ansiós en el model de 
ratolí 5XFAD després del tractament amb el compost UB-ALT-EV  o memantina.  
En aquest cas, el  test del camp obert (OF, de l’anglès Open Field) ens va permetre 
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demostrar com el tractament amb UB-ALT-EV, anàlogament a la memantina, era 
capaç de modificar paràmetres característics d’una conducta de tipus ansiós en els 
animals 5XFAD. 

Fins ara, tots els treballs publicats on s’avalua el deteriorament cognitiu en 
aquestes soques utilitzen dosis de memantina superiors a 10mg/Kg (J. Dong, 
Zhou, Wu, Du, & Wang, 2012; J. Wang et al., 2017). Globalment, vam demostrar 
per primer cop els efectes beneficiosos d’un tractament crònic a una dosi baixa de 
memantina  i  amb antagonistes optimitzats del receptor NMDA (5mg/Kg) en els 
models de ratolí SAMP8 i 5XFAD tant a nivell cognitiu com conductual.  

4.2 Efecte dels nous antagonistes del receptor NMDA sobre 

la neuropatologia de la malaltia d’Alzheimer 

4.2.1 Producció i acumulació del pèptid Aβ 

L’acumulació d’oligòmers d’Aβ, de la mateixa manera que el glutamat, pot activar 
els receptors NMDA i, per tant, contribuir a l’augment de l’entrada de Ca2+ 
(Ferreira et al., 2012; Parameshwaran, Dhanasekaran, & Suppiramaniam, 2008). 
L’acumulació d’oligòmers d’Aβ  s’ha associat amb l’alteració de processos com 
l’LTD dependent dels receptors NMDA a les sinapsis de la regió CA1 i al gir 
dentat de l’hipocamp (Danysz & Parsons, 2012). Aquesta alteració de l’LTD està 
lligada també, a l’activació de proteases com la calpaïna, mitjançant l’entrada de 
Ca2+ a través dels receptors NMDA extrasinàptics, associats a l’activació de 
processos neurotòxics (Li et al., 2011). 

La memantina, ha demostrat de manera repetida els seus efectes beneficiosos 
sobre la patologia amiloidogènica, no només prevenint la formació de les 
agregacions d’Aβ sinó també afavorint la seva disgregació en rosegadors (Ito et 
al., 2017; Martinez-Coria et al., 2010; Scholtzova et al., 2008; Takahashi-Ito, 
Makino, Okado, & Tomita, 2017). Com ja hem mencionat, l’avaluació de l’efecte 
del tractament amb l’UB-ALT-EV en el model C. elegans ens va permetre aportar 
una primera evidència sobre el paper d’aquest compost en la patologia 
amiloidogènica en el models transgènics de C. elegans, de la mateixa manera que 
ho va fer la el tractament amb memantina. Així mateix, l’avaluació dels nous 
antagonistes del receptor NMDA en els models de ratolí SAMP8 i 5XFAD va 
mostrar en ambdós casos un augment de l’activació de la via no amiloidogènica 
en detriment de la via amiloidogènica. A més, de manera destacable, el tractament 
crònic amb el compost UB-ALT-EV a ratolins 5XFAD va modificar 
significativament marcadors característics del processament de la proteïna APP, 
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d’una manera més robusta que el tractament amb memantina. En vista dels 
resultats obtinguts en els animals SAMP8, ens vam proposar aprofundir més en 
l’estudi de la patologia amiloidogènica, avaluant els nivells d’Aβ i la seva 
acumulació. Aquesta avaluació la vam dur a terme només  en els ratolins 5XFAD, 
ja que existeix certa controvèrsia amb el fet de si en el model SAMP8 presenta o 
no deposició d’oligòmers del pèptid Aβ (Akiguchi et al., 2017; Del Valle et al., 
2010). Així doncs, en el model 5XFAD, vam confirmar la reducció del ratio 
Aβ42/Aβ40 i la disminució de plaques d’amiloide tant a l’escorça cerebral com a 
l’hipocamp després del tractament amb UB-ALT-EV i amb memantina. Cal 
remarcar però, que actualment existeix certa controvèrsia sobre si la reducció de 
l’acumulació d’Aβ té un impacte directe sobre la millora de la cognició (Ackley 
et al., 2021; Martinez-Coria et al., 2010; Scholtzova et al., 2008). És cert però, que 
la seva reducció, afavorida en el nostre cas a través del tractament amb el compost 
UB-ALT-EV, alleugera la patologia de la MA, prevenint l’activació de processos 
implicats en la neurodegeneració.  

Particularment, s’ha suggerit que l’efecte antiagregant de la memantina podria ser 
degut a mecanismes independents de la seva funció sobre el receptor NMDA, ja 
que l’amantadina, un antagonista del receptor NMDA estructuralment similar a la 
memantina no té efectes sobre l’agregació del pèptid Aβ (Takahashi-Ito et al., 
2017). En el nostre cas, el tractament amb memantina o UB-ALT-EV va 
modificar de manera significativa la ratio Aβ42/Aβ40 incrementant els nivells 
d’Aβ40 de manera significativa. Aquest resultat és rellevant considerant que la 
producció de l’espècie Aβ40 s’ha associat amb una funció antiagregant dels 
oligòmers d’Aβ (Kim et al., 2007). Per tant el seu augment després del tractament 
amb memantina o UB-ALT-EV recolzaria la hipòtesi que aquest fos el 
mecanisme d’acció pel qual es reduís l’acumulació de plaques d’Aβ. En conjunt, 
els nostres resultats aporten una evidència consistent que demostra com el 
compost UB-ALT-EV de la mateixa manera que la memantina, és capaç de reduir 
l’agregació amiloidogènica i la formació de plaques sent un efecte addicional als 
ja descrits pel bloqueig de l’entrada de Ca2+. 

4.2.2 Hiperfosforilació de la proteïna tau 

La formació de cabdells neurofibril·lars correlaciona d’una manera més estreta 
amb el deteriorament cognitiu, en comparació amb l’acumulació d’oligòmers 
d’Aβ (Nelson et al., 2012). Durant la MA la fosforilació de la proteïna tau, pas 
previ a la formació de cabdells neurofibril·lars, es troba significativament 
augmentada (Iqbal et al., 1986; Köpke et al., 1993). Aquest fenomen es produeix 
a diferents residus de serina, treonina i tirosina a causa de l’alteració de l’equilibri 
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de l’activitat pròpia de les tau-quinases i tau-fosfatases (Medeiros, Baglietto-
Vargas, & LaFerla, 2011). Tenint en compte que l’augment de l’entrada de Ca2+ 
mitjançant els receptors NMDA s’ha relacionat amb l’activació de tau-quinases 
com la Cdk5 i la GSK-3β, de forma directa o a través de l’activació de proteases 
depenents de Ca2+ com la calpaïna (Cao, Guan, Liang, Huang, & Wang, 2019), 
ens vam proposar estudiar aquestes vies desprès del tractament amb RL-208 i UB-
EV-19 en els dos models de ratolí de la MA. 

La calpaïna-1 és una proteasa involucrada en la mort cel·lular i en l'augment de la 
fosforilació de tau, que es troba de forma sobreactivada durant la MA a causa de 
l’augment dels nivells de Ca2+ (Jin et al., 2015; Saito, Elce, Hamos, & Nixon, 
1993). Precisament, la calpaïna-1 és la responsable de generar el fragment p25, 
que actua com a coactivador de la tau-quinasa Cdk5 (M. S. Lee et al., 2000). El 
compost RL-208 va disminuir els nivells tant de calpaïna-1 com de p25, que van 
anar acompanyats d’una disminució de l’expressió de Cdk5 en els ratolins mascle 
SAMP8. Com a conseqüència es va determinar una reducció significativa de la 
fosforilació de tau en determinats epítops fonamentals per la formació dels 
cabdells neurofibril·lars (Mondragón-Rodríguez, Perry, Luna-Muñoz, Acevedo-
Aquino, & Williams, 2014). Anàlogament, el tractament amb l’UB-ALT-EV en 
ratolins femella 5XFAD, però no el tractament amb memantina, va reduir els 
nivells de fosforilació de tau després de la conseqüent reducció dels nivells de la 
calpaïna-1, del fragment p25, així com de la forma activada de la GSK-3β. Així 
doncs, indicant que la millora cognitiva dels rosegadors SAMP8 i 5XFAD després 
dels tractaments amb RL-208 i UB-EV-19 respectivament, esta relacionada amb 
la reducció en l’activació de vies relacionades amb la hiperfosforilació de tau.  

Tenint en compte l’absència d’efecte en la regulació de  vies implicades en la 
fosforilació de tau, de la memantina no ens va sorprendre observar la manca 
d’efecte d’aquest compost sobre els marcadors d’hiperfosforilació de tau en els 
ratolins 5XFAD, tot i que estaven descrits en altres models animals o bé en cultius 
cel·lulars (X. Liu et al., 2017; Z. Song et al., 2021). Considerant que hi ha estudis 
que demostren que la memantina pot  regular els nivells de fosforilació de tau, la 
manca d’efecte mesurable en el nostre cas podria explicar-se per la dosi utilitzada 
(com hem mencionat és el primer treball on s’administra memantina en 5XFAD 
a una dosi baixa) o pel temps de tractament. En qualsevol cas, el fet que l’UB-
ALT-EV presenti efectes beneficiosos en el procés d’hiperfosforilació de tau, és 
indicatiu de la seva millor efectivitat respecte la memantina.  
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4.3 Efecte del tractament amb nous antagonistes del 

receptor NMDA sobre vies moleculars implicades en el 

procés neurodegeneratiu  

Com ja hem mencionat, en condicions patològiques, la sobreactivació dels 
receptors NMDA és responsable de la iniciació de processos apoptòtics i de 
l’alteració del flux autofàgic, a més de provocar la disfunció mitocondrial i 
l’acumulació d’ERO que acaba desencadenant l’estrès oxidatiu (De Felice et al., 
2007; X. Dong, Wang, & Qin, 2009; Ghavami et al., 2014; Hamano et al., 2008; 
Rego & Oliveira, 2003). Per tant, el bloqueig dels receptors per part d’antagonistes 
pot donar lloc a la restauració d’aquestes alteracions contribuint de forma 
diferencial en l’efecte neuroprotector. A continuació, es discuteixen els resultats 
obtinguts després del tractament de models de ratolí de la MA amb els compostos 
RL-208 i UB-ALT-EV. En el cas del model 5XFAD, també es comentaran els 
resultats obtinguts en el tractament amb memantina. 

4.3.1 Efectes sobre l’expressió dels receptors NMDA 

La disfunció neuronal en estadis inicials de la MA, induïda per l’acumulació d’Aβ 
es troba regulada per l’activació dels receptors NMDA que contenen la subunitat 
GluN2B (Rönicke et al., 2011). Curiosament, els nivells d'ARN missatger 
(ARNm) de la subunitat GluN1 són significativament més baixos durant la MA i, 
els nivells d’expressió de les subunitats GluN2A i GluN2B es troben reduïts en 
les regions més vulnerables del cervell humà, com l'hipocamp i el l’escorça 
cerebral (Mishizen-Eberz et al., 2004). Com les subunitats GluN2A han estat 
implicades en rutes neuroprotectores, mentre que les subunitats GluN2B semblen 
augmentar la vulnerabilitat neuronal, teràpies que promoguin l’expressió de la 
subunitat GluN2A i la disminució de l’expressió de la subunitat GluN2B 
representen una estratègia terapèutica viable per reduir la disfunció neuronal 
induïda per la presència d’Aβ (Y. Liu et al., 2007).  

En aquesta tesi doctoral mostrem com el tractament amb el compost UB-ALT-
EV, però no el tractament amb memantina, sobre els ratolins 5XFAD va ser capaç 
de promoure d’una manera subtil l’augment de l’expressió de la subunitat 
“neuroprotectora” GluN2A. Pel que fa la subunitat GluN2B, es va estudiar la seva 
expressió però també el grau de fosforilació que modula la seva activitat 
neuroprotectora o neurotóxica. Els receptors NMDA que contenen la subunitat 
GluN2B requereixen de la fosforilació a la posició Y1472, a través de tirosin-
quinases com Fyn, per tal d’evitar l’activació de vies neurotòxiques (Trepanier, 
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Jackson, & MacDonald, 2012). La fosforilació en aquesta posició s’encarrega de 
l’enfortiment de la interacció entre el receptor i la proteïna PSD95 a la regió 
postsinàptica i promou l’activitat fisiològica del receptor (Goebel-Goody, Davies, 
Alvestad Linger, Freund, & Browning, 2009; Vissel, Krupp, Heinemann, & 
Westbrook, 2001; Yu, Askalan, Keil, & Salter, 1997). En primer lloc, es va veure 
un increment de  la fosforilació de la subunitat GluN2B a la posició Y1472 després 
dels tractaments amb RL-208 i UB-ALT-EV en els animals SAMP8 i 5XFAD, 
respectivament. Curiosament, el tractament amb el compost RL-208 va mostrar 
un augment de la fosforilació de GluN2B també a la soca SAMR1. Aquest efecte 
beneficiós de l’RL-208 indica que l’antagonista  podria estar modulant la incipient 
disfunció dels receptors donada l’edat dels animals tot i no repercutir en la 
cognició. A més, considerant l’associació establerta entre l’augment dels nivells 
de fosforilació de la subunitat GluN2B a la posició Y1472 i la millora de la 
memòria espacial en ratolins envellits, els resultats obtinguts en aquest sentit 
encara cobren més rellevància (Zamzow, Elias, Acosta, Escobedo, & Magnusson, 
2016).  

A més, en el segon estudi, vam profunditzar més en l’avaluació d’aquesta 
fosforilació i, tal i com s’esperava, es va confirmar l’increment de l’activitat 
quinasa Fyn després del tractament dels 5XFAD amb UB-ALT-EV i amb 
memantina. Malgrat tot, Fyn és també una quinasa de tau i moduladora de la 
neuroinflamació micròglia, i s’estan desenvolupant inhibidors de Fyn pel 
tractament del deteriorament cognitiu, proposant-los com a moduladors de la 
neuroinflamació (Nygaard, van Dyck, & Strittmatter, 2014; Tang et al., 2020). 
Aquests desenvolupaments haurien de tenir present aquesta acció beneficiosa de 
l’activació de Fyn modificant l’acció neurotòxica de GluN2B, per establir aquests 
antagonistes com a noves teràpies en MA o en malalties neurodegeneratives amb 
un clar component excitotòxic. 

Aquests resultats, conjuntament amb l'augment dels nivells de la proteïna PSD-95 
produït pels tractaments amb l’RL-208 i l’UB-ALT-EV indiquen que s’afavoreix 
l’expressió dels receptors NMDA a les zones sinàptiques amb un clar component 
neuroprotector (Delint-Ramírez, Salcedo-Tello, & Bermudez-Rattoni, 2008; 
Goebel-Goody et al., 2009). Aquest fenomen per tant, seria responsable d’afavorir 
la senyalització glutamatèrgica, inhibint vies neurotòxiques relacionades amb 
l’activació dels receptors NMDA extrasinàptics (Pallas-Bazarra, Draffin, 
Cuadros, Antonio Esteban, & Avila, 2019).  
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4.3.2 Efectes produïts sobre la desregulació dels nivells de Ca2+ 
intracel·lular 

El ió Ca2+ és un segon missatger imprescindible en la funció dels circuits de les 
cèl·lules nervioses del cervell. Entre les seves funcions hi trobem la regulació de 
funcions neuronals com el creixement neuronal, l’exocitosi de neurotransmissors, 
la plasticitat sinàptica i la funció cognitiva (Ferreiro, Oliveira, & Pereira, 2004; 
Zhao et al., 2013). Durant la MA, es produeix una alteració de la seva homeòstasi 
a causa de la sobreactivació dels receptors NMDA, que implica greus alteracions 
en les funcions cerebrals que són la base de la neuropatologia de la malaltia, la 
pèrdua de memòria i la disfunció cognitiva (Chakroborty, Goussakov, Miller, & 
Stutzmann, 2009; Stutzmann & Mattson, 2011). En concret, s’ha demostrat com 
els nivells de Ca2+ es troben incrementats en aquelles neurones properes a les 
acumulacions d’Aβ  (Kuchibhotla et al., 2008).  

En estudis d’electrofisiologia, tant amb el compost RL-208 com l’UB-ALT-EV, 
van mostrar que són capaços d’inhibir l’entrada de Ca2+ a través de receptor 
NMDA de manera tant eficaç (88.3 ± 3.7 %, i 69.1 ± 1.2 % respectivament) com 
la memantina (86.2 ± 1.4 %) (Leiva et al., 2018; Valverde, Sureda, & Vázquez, 
2014). Per aquest motiu, el tractament amb els dos antagonistes feia preveure que 
s’observarien canvis en els mecanismes intracel·lulars que precisen de Ca2+ en el 
ratolins SAMP8 i 5XFAD. 

Ja hem mencionat que l’activitat de la calpaïna-1, depèn dels nivells de Ca2+ 
intracel·lular (M. S. Lee et al., 2000) i que participa en l’activació de la Cdk5, 
però a més, aquesta proteasa també participa en l’escissió de proteïnes sinàptiques 
(Ahmad et al., 2018; B. Chen et al., 2017). La reducció dels nivells d’expressió de 
calpaïna-1, així com de la seva activitat mitjançant l’avaluació de la fragmentació 
de la proteïna α-spectrina desprès del tractament amb RL-208 sembla indicar una 
relació l’augment de l’expressió de les proteïnes sinàptiques avaluades com la 
proteïna associada als sinaptosomes, 25 (SNAP25), la sinaptofisina o la PSD95 
en els animals SAMP8. 

Seguint els indicis del primer treball, durant l’avaluació farmacològica del 
compost UB-ALT-EV vam profunditzar més en l’avaluació de proteïnes 
dependents de Ca2+. Les proteïnes CaMKII i CaN tenen un paper regulador clau 
sobre la plasticitat sinàptica, la formació de la memòria i la supervivència cel·lular 
(Asai et al., 1999; Yan et al., 2016). En condicions patològiques la seva 
sobreactivació pot induir processos neurodegeneratius, influint de manera directa 
sobre la patologia de tau, donat que la primera pot fosforilar-la i la CaN inhibeix 
l’activitat de diferents fosfatases (Goto et al., 1985; Oka et al., 2017; Reese & 
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Taglialatela, 2010). El tractament dels ratolins 5XFAD amb UB-ALT-EV, de la 
mateixa manera que la memantina, va disminuir els nivells de CaMKII i de CaN 
que es trobaven significativament incrementats en el ratolins transgènics en 
comparació amb els wild type. D’acord amb els resultats presentats prèviament on 
l’UB-ALT-EV era capaç de reduir els nivells de fosforilació de tau , la reducció 
dels nivells de la CaMKII i de la CaN per aquest compost resultaria en un efecte 
addicional a la modulació de les tau kinases Cdk5 i GSK3 que hem descrit 
anteriorment.   

D’altra banda, l’acumulació de la proteïna tau hiperfosforilada s’ha associat amb 
la desfosforilació de CREB, reduint la translocació al nucli d’aquest factor de 
transcripció i per tant evitant la seva acció sobre la supervivència neuronal (Teich 
et al., 2015). I, d’acord amb aquesta evidència, els tractaments amb UB-ALT-EV 
i amb memantina van produir l’increment dels nivell de CREB fosforilat al nucli, 
efecte que se sumaria als ja descrits per a prevenir la neurodegeneració en el model 
5XFAD.  

4.3.3 Efectes sobre la pèrdua sinàptica i neuronal  

Com hem esmentat, la sobreactivació dels receptors NMDA està relacionada amb 
processos neurotòxics principalment amb l’activació de vies apoptòtiques i de 
mort cel·lular durant la MA (Flanigan, Xue, Kishan Rao, Dhanushkodi, & 
McDonald, 2014; Jang, In, Choi, & Kim, 2014; J. Liu, Chang, Song, Li, & Wu, 
2019). I, tenint en compte aquesta relació, s’ha assenyalat que l’efecte 
antiapoptòtic de la memantina formaria part de la seva acció neuroprotectora (G. 
Song, Li, Lin, & Cao, 2015). Com hem esmentant anteriorment, diversos autors 
han descrit un augment de les calpaïnes durant la MA, que són responsables de 
l’activació de quinases com la Cdk5, GSK3β, o la CaMKII, però també existeix 
un augment de l’activitat caspasa durant la MA, ambdues vinculades a processos 
apoptòtics (Mahaman et al., 2019; Roth, 2001; Shimokawa & Trindade, 2010). La 
seva activació no només s’ha associat a l’alteració de processos de memòria, sinó 
també a processos implicats en la generació dels cabdells neurofibril·lars i la 
producció dels pèptids Aβ40 i Aβ42 (M. S. Lee et al., 2000; Louneva et al., 2008). 
En aquesta tesi doctoral demostrem com els tractaments crònics a una dosi baixa 
amb els antagonistes RL-208, UB-ALT-EV o memantina regulen l’expressió de 
marcadors d’apoptosi característics de la MA com ara la caspasa-3,  Bax o Bcl-2. 
Tots aquests marcadors es van avaluar en models de ratolí de la MA familiar i de 
la MA esporàdica i, tenint en compte que l’origen de la neurodegeneració en 
ambdós models de ratolí és diferent, l’efecte antiapoptòtic demostrat pels 
tractaments amb RL-208 i UB-ALT-EV segueixen la línia d’evidència fins ara 
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mostrada per la memantina, indicant el paper regulador de l’apoptosi per part dels 
receptors NMDA (B. Chen et al., 2017; Izumida et al., 2017; G. Song et al., 2015).  

Els factors neurotròfics, per altra banda, són reguladors essencials pel 
desenvolupament, manteniment i supervivència cel·lular, i per tant tenen un paper 
important en processos cognitius i en la formació i emmagatzematge de la 
memòria (Hellweg & Jockers-Scherübl, 1994). Durant la MA s’ha observat una 
disminució dels nivells de BDNF (Gezen-Ak et al., 2013; Peng, Wuu, Mufson, & 
Fahnestock, 2005; Yasutake, Kuroda, Yanagawa, Okamura, & Yoneda, 2006), 
així com de l’expressió del seu receptor, TrkB, veient-se així alterada la funció 
normal de la neurotrofina (Allen, Wilcock, & Dawbarn, 1999; Ferrer et al., 1999; 
Phillips et al., 1991). A més aquestes alteracions es sumen a l’alteració del 
transport axonal del BDNF des l’escorça entorrinal, on es sintetitza, fins a 
l’hipocamp, en concret a les àrees CA3 i CA1, a causa de la presència de cabdells 
neurofibril·lars (Adalbert, Gilley, & Coleman, 2007). Per tant, la taupatia causa 
l’alteració dels nivells de BDNF, degut a la desregulació de la seva síntesi, la 
pèrdua de funció deguda a la fragmentació dels seu receptor i l’alteració del seu 
transport s’associa a símptomes clínics de la MA com alteracions de la cognició i 
de la memòria (Schindowski, Belarbi, & Buée, 2008). És també rellevant el fet 
que la regulació a la baixa de BDNF s’ha associat a alteracions del comportament 
social (Hsiao et al., 2018), tal i com vam demostrar mitjançant l’ús del test de les 
tres cambres.  

Diversos autors han demostrat que la memantina regula a l’alça la síntesi de 
BDNF (Marvanová et al., 2001; Meisner et al., 2008). De la mateixa manera, el 
tractament amb RL-208 en va augmentar els nivells proteics, i el tractament amb 
UB-ALT-EV o memantina van demostrar afavorir l’expressió gènica de BDNF. 
A més, de manera significativa, el tractament amb el compost RL-208 no només 
va regular a l’alça l’expressió de BDNF madur i en va disminuir la seva forma 
tòxica (proBDNF) (F. Wang et al., 2017), sinó que també en van evitar la pèrdua 
de funció mitjançant la inhibició de la fragmentació de TrkB (Qiu et al., 2020). A 
més, tot semblaria indicar que la disminució dels nivells d’hiperfosforilació de tau 
després dels tractaments amb RL-208 i UB-ALT-EV, estaria prevenint l’alteració 
en el transport axonal del BDNF (Jerónimo-Santos et al., 2015). Així doncs, els 
resultats obtinguts indiquen que tractaments amb RL-208 o UB-ALT-EV 
milloren la senyalització del BDNF, afavorint el manteniment de la cognició i de 
la sociabilitat. Cal destacar també que el tractament dels animals 5XFAD amb 
UB-ALT-EV, però no amb memantina, va augmentar l’expressió d’altres 
neurotrofines com el factor de creixement nerviós induïble (Vgf, de l’anglès Nerve 
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growth factor inducible) i el factor de creixement nerviós (Ngf, de l’anglès Nerve 
growth factor). 

L’administració de neurotrofines pel tractament de la MA no és possible donat 
que són proteïnes que es degraden ràpidament i que pràcticament no travessen la 
barrera hematoencefàlica, però, establir estratègies que n’indueixin l’expressió de 
manera endògena poden ser una teràpia alternativa per a les malalties 
neurodegeneratives (Tuszynski et al., 2005). Per aquest motiu el fet que tant el 
compost RL-208 com l’UB-ALT-EV siguin capaços d’estimular l’expressió o la 
funcionalitat de les neurotrofines, els assenyala com una alternativa viable per 
prevenir o modular la seva desregulació, ja que aquests efectes beneficiosos sobre 
els factors neurotròfics podrien ser subsidiaris a la reducció dels nivells d’Aβ i de 
l’hiperfosforilació de tau.  

Addicionalment, s’ha demostrat com la pèrdua sinàptica és el factor que millor 
correlaciona amb la demència (DeKosky, Scheff, & Styren, 1996; Masliah, 
Hansen, Albright, Mallory, & Terry, 1991), indicant una connexió directa entre la 
patologia de les sinapsis i l’activitat de l’oligòmer Aβ durant la MA (Figueiredo 
et al., 2013). L’activació dels receptors NMDA extrasinàptics i la conseqüent 
activació de caspases i calpaines són responsables de la reducció de l’expressió de 
proteïnes de manteniment sinàptic, posant en risc l’estabilitat sinàptica (Louneva 
et al., 2008). Existeixen evidències que demostren que tractaments amb 
memantina augmenten els nivells de proteïnes sinàptiques, i que aquesta 
correlaciona amb la millora cognitiva (B. Chen et al., 2017; Z.-Z. Chen et al., 
2016). En aquest sentit, tant l’RL-208 com l’UB-ALT-EV, però no la memantina, 
han estat capaços de disminuir l’activitat caspasa i calpaïna dels animals SAMP8 
i 5XFAD respectivament, reduint també l’acumulació del pèptid Aβ. Aquest 
fenomen conduiria a la millora de l’estabilitat sinàptica, demostrada a través de 
l’increment de l’expressió de proteïnes pre- i postsinàptiques, com la SNAP25, la 
PSD95, la sinaptofisina i la sintaxina. De manera significativa, en el cas de la 
memantina, les proteïnes sinàptiques avaluades en l’estudi no es van veure 
augmentades després del tractament amb el fàrmac, així com tampoc es va veure 
una disminució de l’activitat calpaïna. Aquests resultats confirmen una bona 
optimització dels compostos en quant al seu efecte estabilitzador de les sinapsis.  

4.3.4 Efectes del tractament amb UB-ALT-EV sobre l’autofàgia 

La patogènesi de malalties neurodegeneratives com la MA, s’ha associat amb 
alteracions en el procés autofàgic donada la seva relació amb l’acumulació 
excessiva de proteïnes, que en última instància causen la mort neuronal (J. Cheng 
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et al., 2018; C. C. Tan et al., 2014; Zhu, Yu, Jiang, & Tan, 2013). L’autofàgia s’ha 
descrit com un element regulador de l’eliminació dels oligòmers d’Aβ i de la 
proteïna tau (Nilsson et al., 2015), que ha demostrat ser un mecanisme 
neuroprotector per fer front a aquestes acumulacions pròpies de la MA (Harris & 
Rubinsztein, 2011). No obstant això, durant la MA s’han descrit  alteracions 
durant la maduració dels autofagolisosomes que contribueixen a l’acumulació 
excessiva de vacúols autofàgics a les neurones (J.-H. Lee et al., 2010; Yamazaki 
et al., 2010). En aquest sentit, s’ha demostrat com l’ús de compostos activadors 
de l’autofàgia per tal de promoure la reducció de les acumulacions de proteïnes 
aberrants, afavoreix la millora dels dèficits cognitius, a nivell pre-clínic (Di Meco 
et al., 2017; Morgan et al., 2015). La memantina per la seva banda, s’ha assenyalat 
com un agent inductor del flux autofàgic, ja que promou l’eliminació de proteïnes 
propenses a l’agregació en diversos models neuronals (Hirano et al., 2019). No 
obstant això, s’ha postulat que aquest efecte per part de la memantina no depèn de 
l’antagonisme del receptor NMDA, sinó d’un mecanisme independent (Hirano et 
al., 2019). Recentment, s’ha suggerit que la inducció de l’estrès de reticle 
endoplasmàtic per part de la memantina, seria la responsable d’activar el 
mecanisme autofàgic a través de l’activació de la beclina-1 (Kataura et al., 2021; 
Ogata et al., 2006).  

Considerant els efectes beneficiosos de la memantina sobre el procés autofàgic i 
la disminució en l’acumulació d’Aβ induïda pel tractament amb UB-ALT-EV en 
els animals 5XFAD ens vam proposar avaluar si aquest nou compost participa en 
la modulació de l’activitat autofàgica. La beclina-1 és una proteïna necessària per 
a l’inici del procés autofàgic. Però, l’activació de l’activitat calpaïna a causa de 
l’activació dels receptors NMDA és responsable de l’escissió de la beclina-1 i, per 
tant, impedeix l’inici de l’autofàgia. El tractament amb antagonistes del receptor 
NMDA ha demostrat ser capaç de prevenir l’escissió de la beclina-1 (Russo et al., 
2011). En aquest sentit, després del tractament amb UB-ALT-EV a ratolins 
5XFAD, donada la disminució dels nivells i de l’activitat calpaïna es va observar 
un augment de l’expressió proteica de la beclina-1. A més, el tractament va 
augmentar la fosforilació de la proteïna quinasa activadora de l’autofàgia de tipus 
Unc-51, (ULK1, de l’anglès Unc-51 like autophagy activating kinasa) demostrant 
una inducció de la iniciació del procés autofàgic (Russo et al., 2011). La 
memantina va mostrar resultats similars, tot i que s’ha descrit que no incrementa 
la fosforilació d’ULK en cultius neuronals (Hirano et al., 2019). A més, el 
tractament amb UB-ALT-EV, però no amb memantina, va potenciar la 
degradació lisosomal dels autofagosomes reduint els nivells d’acumulació de la 
proteïna associada als microtúbuls 1A/1B de cadena lleugera 3 (LC3B-II, de 
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l’anglès Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3) i augmentant els 
nivells proteics de la proteïna de membrana associada a lisosomes 1 (LAMP-1, de 
l’anglès Lysosomal-associated membrane protein 1) (X.-T. Cheng et al., 2018; 
Y.-K. Lee & Lee, 2016). En resum, després de la caracterització farmacològica 
del compost UB-ALT-EV respecte el seu efecte en el procés autofàgic, els nostres 
resultats suggereixen que el nou compost presenta una activitat millorada en 
comparació als efectes produïts per la memantina, i que aquest efecte podria ser 
responsable en part de la disminució de les acumulacions de les plaques d’Aβ 
observades a l’escorça cerebral i a l’hipocamp, conjuntament amb l’efecte 
antiagregant del pèptid Aβ40. 

4.3.5 Efectes sobre l’estrès oxidatiu  

La sobreactivació dels receptors NMDA provoca una desregulació de  l’equilibri 
entre les molècules prooxidants i antioxidants al cervell, fenomen que acaba 
donant lloc a l’estrès oxidatiu (Ankarcrona et al., 1995; Murphy & Baraban, 
1990). L’estrès oxidatiu representa doncs, un factor que contribueix al procés 
d’envelliment i a la progressió de malalties neurodegeneratives, com la MA (Beal, 
2005; Trushina & McMurray, 2007). Donada aquesta relació entre els receptors 
NMDA i la desregulació de l’homeòstasi oxidativa, el tractament amb 
antagonistes del receptor NMDA representa una estratègia viable pel modular 
aquest aspecte de la malaltia. De fet, el tractament amb memantina és capaç de 
protegir les neurones del dany oxidatiu, freqüentment associat a la producció de 
radicals lliures (De Felice et al., 2007; Pietá Dias et al., 2007).  

El tractament crònic de ratolins SAMP8 amb el compost RL-208, en primera 
instància va indicar la regulació a l’alça de proteïnes amb efectes antioxidants com 
la superòxid dismutasa 1 (SOD1) i la glutatió peroxidasa 1 (GPX1) així com, 
l’augment de l’expressió gènica de l’enzim antioxidant hemo oxigenasa 1 
(Hmox1, de l’anglès Heme oxigenase 1). A més, aquest efecte antioxidant va anar 
acompanyat de la reducció dels nivells de peròxid d’hidrogen a l’hipocamp dels 
rosegadors. Cal destacar, que la presència dels pèptids d’Aβ presenta una forta 
associació amb la generació d’ERO, concretament amb la generació de peròxid 
d’hidrogen (Huang et al., 1999), pel que els resultats obtinguts indiquen que la 
reducció d’aquesta important espècie oxidant podria venir donada per l’acció 
conjunta de les proteïnes amb efecte antioxidant i la reducció de la patologia 
amiloidogènica evidenciant l’efecte protector del tractament amb RL-208 enfront 
l’estrès oxidatiu en els ratolins SAMP8. A més, durant la MA la producció 
neuronal d’NO i d’O2

- es considera un pas clau que relaciona l’activació dels 
receptors NMDA amb la mort cel·lular (Forder & Tymianski, 2009; Girouard et 
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al., 2009; Lafon-Cazal, Pietri, Culcasi, & Bockaert, 1993). En aquest sentit, la 
reducció dels nivells d’ARNm d’iNOS induïda pel tractament amb UB-ALT-EV 
en ratolins 5XFAD però no per la memantina, indica l’optimització de l’acció 
farmacològica respecte al fàrmac de referència. Estudis previs en cultius cel·lulars 
i estimulació amb estreptozocina van observar que la memantina reduïa 
l’expressió d’iNOS, però els nostres resultats són força més rellevants en usar un 
model de rosegador de la MA (Kelestemur et al., 2016; Mishra, Hidau, & Rai, 
2021).  

En vista dels resultats tan favorables vers la patologia oxidativa, es va decidir dur 
a terme l’anàlisi de l’expressió de 84 gens relacionats amb l’estrès oxidatiu a 
través d’un bioxip (del terme en anglès array) en ratolins 5XFAD tractats amb 
UB-ALT-EV per tal d’identificar vies d’activitat oxidativa modulades pel 
compost. En aquest mateix sentit, els resultats van mostrar que 24 dels 84 gens 
analitzats es trobaven alterats entre els animals wild-type i els 5XFAD i, després 
de l’anàlisi bioinformàtic dels resultats vam trobar com  aquests gens  estaven 
implicats envies moleculars associades a l’activitat generadora de superòxid, 
l’activitat antioxidant i a l’acció de citoquines. Més endavant, la validació dels 
gens assenyalats per l’anàlisi de l’array separats en tres subgrups (clusters) en 
base a la seva funció, va indicar un efecte reductor de l’expressió gènica d’aquests 
gens per part del tractament amb UB-ALT-EV indicant una disminució de 
l’activitat oxidant i per tant, reduint l’estrès oxidatiu. En aquesta anàlisi a més, els 
resultats obtinguts després del tractament amb memantina, van demostrar una 
vegada més una acció millorada per part de l’UB-ALT-EV ja que per exemple 
l’expressió gènica d’ Il-19, Il-22 i Gpx6 va estar regulada pel nou antagonista i no 
per la memantina. 

En conjunt, els resultats de l’avaluació farmacològica dels nous antagonistes sobre 
la patologia oxidativa durant la MA indiquen una regulació favorable de 
l’homeòstasi oxidativa després del tractament crònic per via oral. Particularment, 
destaca l’efecte millorat per part del compost UB-ALT-EV en comparació amb 
l’efecte produït per la memantina, mostrant una vegada més, com en el camp de 
desenvolupament de noves teràpies per la MA, el procés d’optimització de la 
molècula de la memantina té un alt potencial. 

4.4 Efectes produïts sobre la neuroinflamació mitjançant el 

tractament amb UB-ALT-EV 

Estudis epidemiològics, genòmics, funcionals i bioinformàtics fets durant els 
últims anys indiquen de manera inequívoca que les respostes inflamatòries al 
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cervell contribueix de manera decisiva a la patogènesi i progressió de la MA 
(Heppner, Ransohoff, & Becher, 2015; VanItallie, 2017). En condicions 
fisiològiques els astròcits, donada la seva morfologia altament ramificada, tenen 
un contacte estret amb les neurones que els fa partícips del manteniment de la 
funció neuronal actuant com una primera línia de defensa (Osborn, Kamphuis, 
Wadman, & Hol, 2016). Són els encarregats d’alliberar molècules antioxidants i 
de recaptar l’excés de glutamat (P.-C. Chen et al., 2009). Durant la MA, 
l’acumulació d’oligòmers d’Aβ es considera el principal factor responsable de 
l’activació glial, que acabarà produint una resposta en forma de cascada 
degenerativa mitjançant l’alliberació de factors inflamatoris, contribuint al 
deteriorament cognitiu (Osborn et al., 2016; Serrano-Pozo et al., 2011). 
L’activació astrocítica o astrogliosi és una característica de la MA que comprèn 
una àmplia gamma de canvis tan moleculars com funcionals en els astròcits 
(Sofroniew, 2009). Els astròcits reactius durant la MA mostren una regulació a 
l’alça de proteïnes com la GFAP, la vimentina o la nestina i una hipertrofia 
morfològica (Hol & Pekny, 2015). De fet, els astròcits activats durant la MA 
envolten les plaques senils arribant a penetrar el nucli de cada placa, servint com 
a barreres protectores per a les neurones (Kamphuis et al., 2014; Wegiel, Wang, 
Tarnawski, & Lach, 2000)  

La via CaN/NFAT, és una via implicada en la neuroinflamació, la desregulació de 
glutamat, la patologia amiloidogènica i la sinaptotoxictat (Canellada, Ramirez, 
Minami, Redondo, & Cano, 2008; Fernandez, Fernandez, Carrero, Garcia-Garcia, 
& Torres-Aleman, 2007; Pérez-Ortiz et al., 2008). Concretament, està descrit que 
la sobreactivació de la via CaN/NFAT genera un fenotip d’astròcits neurotòxics, 
que afavoreix la producció de citoquines proinflamatòries i la inducció de 
l’expressió de  BACE1 (Sompol et al., 2017). D’aquesta manera, l’augment de la 
producció d’oligòmers d’Aβ, iniciaria un cicle viciós, promovent una major 
desregulació dels receptors NMDA i, per tant, un augment de l’activació d’aquesta 
via de senyalització. En els ratolins 5XFAD es produeix un increment de 
l’astrogliosi, que va lligada a un increment de citoquines proinflamatòries, la 
formació de plaques d’amiloide (Oakley et al., 2006). El tractament amb 
antagonistes del receptor NMDA va reduir l’atrogliosi, reduint els nivells proteics 
de GFAP, especialment l’UB-ALT-EV. A més, el tractament amb l’UB-ALT-
EV o amb memantina va produir una reducció dels nivells proteics de CaN. En el 
cas de l’UB-ALT-EV també va disminuir l’activitat de la fosfatasa, donat que es 
va incrementar la forma fosforilada del factor de transcripció NFAT1c. 
L’NFAT1c pot regular l’expressió de citoquines antiinflamatòries i també la de 
diversos factors neurotròfics (Fernandez et al., 2007; Pérez-Ortiz et al., 2008; 
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Sompol et al., 2017), de manera que l’acció neuroprotectora observada després 
del tractament amb UB-ALT-EV, derivaria de la modulació de la via CaN/NFAT, 
que en el cas del tractament amb memantina no va ser modificada, suggerint una 
millora en l’efecte neuroprotector del compost UB-ALT-EV  en comparació a la 
memantina. Així mateix, cal destacar doncs, que el tractament crònic amb UB-
ALT-EV en ratolins 5XFAD ha aportat  la primera evidència que els antagonistes 
del receptor NMDA poden modular la aquesta via moduladora de la inflamació. 

Durant la MA, la micròglia és la responsable de l’alliberació de citoquines 
proinflamatories en resposta a la presència d’Aβ, que promou alhora l’activació 
dels astròcits. És en aquest moment, quan els astròcits inicien també la producció 
de citoquines com l’IL-1β i el TNFα (Heneka et al. 2010). Aquest altre cicle viciós 
és un tret característic de la MA que s’ha associat amb un estat inflamatori crònic 
del cervell durant la malaltia i, que s’ha associat amb un augment de l’entrada 
Ca2+ a les neurones postsinàptiques (Bezzi et al., 2001). A dia d’avui, es coneix 
que la memantina és capaç de reduir els nivells de micròglia activada durant 
processos de neuroinflamació crònica (Rosi et al., 2006). Aquest resultats es van 
reproduir en les nostres mans perquè el tractament amb memantina dels ratolins 
5XFAD va reduir la micròglia activada mesurada per inmunohistoquimica d’Iba-
1. De manera anàloga, l’administració d’UB-ALT-EV a ratolins 5XFAD va 
reduir dels nivells de Iba-1 a l’hipocamp, especialment a la regió  CA1 i al gir 
dentat (Jay, von Saucken, & Landreth, 2017; Jurga, Paleczna, & Kuter, 2020; Y. 
Wang et al., 2015).  

El marcador Trem2 s’expressa a la superfície microglial i constitueix un mediador 
clau en el procés fagocític dels oligòmers d’Aβ (Jay et al., 2017; Y. J. Tan et al., 
2017). La disminució de la seva expressió gènica en els ratolins 5XFAD després 
del tractament amb UB-ALT-EV suggereix una menor activació de la micròglia 
com a conseqüència de la reducció de la patologia amiloidogènica. En 
concordança amb estudis publicats anteriorment (Murakawa-Hirachi, Mizoguchi, 
Ohgidani, Haraguchi, & Monji, 2021), la memantina no va modificar l’expressió 
gènica d’aquest marcador microglial. Aquest resultat de nou apunta a que l’UB-
ALT-EV presenta una activitat optimitzada respecte la seva eficàcia en 
comparació amb la memantina.  

Finalment, però no menys important, ens vam centrar en l’avaluació dels dos 
perfils de la micròglia, el “proinflamatori” o l’M1 i l’”antiinflamatori” o l’M2. 
Curiosament, les ERO i la via de l’NF-κB, un marcador del fenotip M1, juguen 
un paper important sobre la regulació de l’activitat dels receptors NMDA, formant 
part d’un cicle que involucra l’apoptosi, l’estrès oxidatiu, i la resposta inflamatòria 



Capítol 4. Discussió 

 197 

(Ma, Cheng, Chen, Luo, & Feng, 2020). De manera anàloga als resultats de 
l’expressió de Trem2, l’UB-ALT-EV va reduir els nivells d’expressió proteica de 
l’NF-κB i d’expressió gènica de citoquines proinflamatòries relacionades amb el 
fenotip M1, com l’interferó γ (Ifn-γ), l’ Il-1β, el lligand 2 de quimiocina (Ccl2, de 
l’anglès chemokine (C-C motif) ligand 2) i el lligand 3 de quimiocina (Ccl3, de 
l’anglès chemokine (C-C motif) ligand 3),  mentre que va incrementar l’expressió 
gènica d’Ym1 i Arg1, marcadors típics del fenotip M2.  

En definitiva, tot i que s’ha descrit que la memantina podia regular el procés 
inflamatori (Lv, Li, Mao, Qin, L, & Dong, 2020; Mishra et al., 2021; Rosi et al., 
2006), els resultats obtinguts en els ratolins 5XFAD després del tractament amb 
el compost UB-ALT-EV evidencien que l’acció antinflamatoria d’aquest 
antagonista és molt més consistent que la de la  memantina, i per tant demostra la 
millora terapèutica d’aquest compost front, com a mínim a la modulació de la 
neuroinflamació. Aquesta nova via de modulació de l’antagonista UB-ALT-EV 
obre un nou camí d’estudi, sent un repte dilucidar els mecanismes precisos pels 
quals es disminueix l’activació astroglial i microglial de manera molt més eficaç 
que amb memantina. A més, considerant que durant les ultimes dècades més de 
30 fàrmacs desenvolupats pel tractament de la neuroinflamació durant la MA han 
fracassat donada la seva incapacitat d’endarrerir ni tan sols millorar els símptomes 
de pacients amb la MA (Fu, Wang, & Ip, 2019), els resultats obtinguts amb el 
compost UB-ALT-EV cobren encara més rellevància. 

4.5 Consideracions finals 

Encara que durant l’última dècada, una gran part de la recerca en el 
desenvolupament de noves teràpies per la MA s’ha centrat en el desenvolupament 
de nous agents terapèutics dirigits a l’acumulació del pèptid Aβ,  fins ara l’eficàcia 
d’aquestes teràpies ha demostrat no ser una estratègia viable (J. L. Cummings, 
Morstorf, & Zhong, 2014; J. Cummings et al., 2021; Schneider et al., 2014; 
Sevigny et al., 2016). Per aquest motiu, s’ha proposat que el tractament de la MA 
no s’ha d’abordar d’una manera dirigida únicament als marcadors neuropatològics 
sinó des d’una perspectiva més global, incloent tots els processos moleculars 
alterats que participen en la patogènesi de la malaltia.  

Tenint en compte l’efecte neuroprotector de la memantina, i la seva capacitat 
d’actuar no només reduint l’activitat glutamatergica, sinó modulant també 
processos com l’estrès oxidatiu, la inflamació i l’autofàgia entre d’altres l’ús de 
teràpies més efectives basades en la modulació dels receptors NMDA 
sobreactivats ja s’havia postulat com una estratègia modificadora de la MA 
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prometedora (Emadeldin et al., 2017; Rogawski & Wenk, 2003; Van Dam & De 
Deyn, 2006). En aquesta tesi doctoral hem mostrat com la recerca de nous 
antagonistes del receptor NMDA pot donar lloc a compostos optimitzats que 
mantenen les accions beneficioses de la memantina, millorant-les i potenciant-les 
(Figura 13) i fins hi tot que intervenen en noves vies de neuroprotecció, com l’eix 
CaN/NFAT, que permetrien l’abordatge de la MA de forma més eficaç per 
finalment poder ser considerats com a modificadors de la MA, i no nomes com a 
tractaments simptomàtics. Tot així, el desenvolupament dels compostos estudiats 
en aquesta tesi fins a fases clíniques encara requereix d’un treball específic, centrat 
no només en la eficàcia sinó també en la seguretat, la toxicitat i altres aspectes 
relacionats amb l’administració a essers humans.  

 
Figura 13. Representació esquemática de les vies moleculars del SNC modificades per l’acció dels 
nous antagonistes del receptor NMDA optimitzats respecte la memantina, i dels efectes a nivell 
cognitiu i del comportament.
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La conclusió general dels estudis duts a terme en aquesta tesi doctoral és que hi 
ha marge de millora per a la cerca i desenvolupament de nous antagonistes del 
receptor NMDA, sent l’optimització de l’estructura molecular de la memantina 
una estratègia viable per al tractament de la MA. De manera remarcable, el 
compost UB-ALT-EV ha demostrat ser capaç de promoure una acció 
neuroprotectora que implica mecanismes addicionals als de la  memantina, i que 
podria representar un agent terapèutic amb efectes addicionals a aquesta.  

De manera específica, les principals conclusions que deriven d’aquesta tesis 
doctoral son les següents: 

1. El tractament amb UB-ALT-EV és capaç de millorar el fenotip associat a 
l’acumulació del pèptid Aβ en les soques transgèniques específiques del 
nematode C.elegans. Aquest efecte el va assenyalar com a agent candidat a 
ser avaluat in vivo en un model animal més complex. 

2. Els tractaments orals crònics amb els diferents compostos RL-208 i UB-
ALT-EV milloren la memòria espacial i de reconeixement a curt i a llarg 
termini, a més de millorar les alteracions sobre el comportament dels ratolins 
SAMP8 i 5XFAD, models de la MA esporàdica i familiar respectivament. 

3. Els compostos RL-208 i UB-ALT-EV prevenen l’aparició dels marcadors 
neuropatològics de la MA en models de ratolí de la malaltia participant en la 
modulació del processament amiloidogènic de la proteïna APP i en la 
regulació de la fosforilació de la proteïna tau. Addicionalment, l’UB-ALT-
EV és capaç de reduir l’acumulació de plaques d’Aβ  i la ratio Aβ42/Aβ40 en 
ratolins 5XFAD de 6 mesos d’edat, sent aquest últim un possible indicador 
d’una acció antiagregant. 

4. El tractament oral crònic a ratolins SAMP8 i 5XFAD amb l’RL-208 i l’UB-
ALT-EV afavoreix la fosforilació (Y1472) de la subunitat GluN2B del 
receptor NMDA, implicada en la inhibició de vies de senyalització 
neurotòxiques durant la MA. L’efecte neuroprotector del tractament oral 
crònic amb els compostos RL-208 i UB-ALT-EV es veuria en part donat per 
l’increment en la síntesi i senyalització de factors neurotròfics a l’hipocamp 
dels ratolins SAMP8 i 5XFAD, i per l’augment de l’expressió de proteïnes 
d’estabilitat sinàptica. 
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5. Els compostos RL-208 i UB-ALT-EV redueixen l’expressió de marcadors 
d’apoptosi en ratolins SAMP8 i 5XFAD després d’un tractament per via oral 
durant 4 setmanes, exhibint la seva acció neuroprotectora, prevenint la mort 
neuronal. 

6. L’UB-ALT-EV administrat per via oral a ratolins 5XFAD de 6 mesos d’edat 
modula el flux autofàgic, contribuint així a la reducció en l’acumulació de 
proteïnes característica de la MA,  millor que la memantina. 

7. L’UB-ALT-EV i la memantina regulen de manera diferent el procés 
d’activació astrocítica i microglial en ratolins 5XFAD després d’un 
tractament crònic. Aquest fet assenyalaria un nou mecanisme amb potencial 
terapèutic de l’UB-ALT-EV respecte a la memantina. 

8.  Els antagonistes del receptor NMDA, RL-208 i UB-ALT-EV promouen una 
regulació a l’alça de mediadors antioxidants, així com una reducció de la 
producció d’ERO en models murins de la MA.  
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Annex 1  

Resultats preliminars sobre l’efecte de l’UB-ALT-EV sobre 

la neurogènesi en femelles SAMP8 de 10 mesos d’edat 

1. Antecedents 

La neurogènesi és el procés pel qual es generen noves neurones a partir de 
cèl·lules mare i cèl·lules progenitores, que es produeix durant el desenvolupament 
embrionari del cervell (Götz, Nakafuku, & Petrik, 2016). No obstant això, durant 
la vida adulta, els mamífers segueixen presentant neurogènesi en dues àrees 
cerebrals, la zona subventricular i la zona subgranul·lar del gir dentat a 
l’hipocamp, gràcies a la presència de les cèl·lules mare neurals (Ihrie & Álvarez-
Buylla, 2011; Zhao, Deng, & Gage, 2008).  Aquest procés s’entén com una forma 
de plasticitat neuronal (Lledo, Alonso, & Grubb, 2006). Durant l’envelliment 
s’han identificat alteracions en el procés neurogènic (Lee, Clemenson, & Gage, 
2012; Trinchero et al., 2017), que es veuen agreujades per la presència de malalties 
neurodegeneratives com la MA (Lazarov & Marr, 2010; Mu & Gage, 2011). De 
fet, diversos estudis en ratolins vells indiques que les noves cèl·lules generades es 
desenvolupen a un ritme més lent (Trinchero et al., 2017), tenen una supervivència 
reduïda (Kempermann, Kuhn, & Gage, 1998), i es diferencien menys en neurones 
i més en astròcits (Encinas et al., 2011), però encara se’n desconeix en gran 
mesura el perquè es produeix aquesta alteració neurogènica (Díaz-Moreno et al., 
2018).  

Els receptors NMDA, a part de tenir un paper important en la supervivència 
neuronal són també essencials pel procés de neurogènesi (Åmellem et al., 2021). 
S’ha demostrat com la supervivència de les neurones nascudes al cervell adult 
estaria regulada per l’activitat neuronal en el gir dentat mitjançant l’LTP 
dependent dels receptors NMDA (Åmellem et al., 2021; Bruel-Jungerman, Davis, 
Rampon, & Laroche, 2006). La memantina, ha demostrat un efecte potenciador 
de la proliferació cel·lular d’un 26% al gir dentat de ratolins adults i d’un 27% a 
la zona subventricular, de la mateixa manera que altres antagonistes del receptor 
NMDA com l’MK-801 o l’ àcid D(-)-2-amino-5-fosfonopentanoic (D-APV) 
(Hirasawa, Wada, Kohsaka, & Uchino, 2003; Nacher, Alonso-Llosa, Rosell, & 
McEwen, 2003; Nacher, Rosell, Alonso‐Llosa, & McEwen, 2001; Okuyama, 
Takagi, Kawai, Miyake‐Takagi, & Takeo, 2004), així com també ha demostrat 
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induir la producció de neurones madures (Maekawa et al., 2009). Per aquest 
motiu, i donat el potencial terapèutic de compostos inductors del procés 
neurogènic en processos neurodegeneratius, es va decidir avaluar l’efecte del 
compost UB-ALT-EV sobre la neurogènesi a la zona del gir dentat de l’hipocamp 
en ratolins SAMP8 de 10 mesos d’edat.  

2. Materials i mètodes 

2.1. Tractament animals 

Ratolins femella SAMR1 i SAMP8 de 9 mesos d’edat es van dividir aleatòriament 
en tres grups (n=37): SAMR1 (n=10), SAMP8 (n=11) i SAMP8 tractats amb UB-
ALT-EV (n=10). Els animals van tenir accés lliure al menjar i a l’aigua, es van 
mantenir en condicions de temperatura estàndards (22 ± 2 ºC) i es van mantenir 
en cicles de llum i foscor de 12h:12h (300lux/ 0lux). El consum d’aigua i el pes 
dels animals es va controlar cada setmana i la concentració de fàrmac es va ajustar 
quan va ser necessari. El compost UB-ALT-EV es va dissoldre en 2-hidroxipropil-
b-ciclodextrina al 1,8% i es va administrar als ratolins a una dosi de 5mg/Kg/dia 
a través de l’aigua de beguda durant 28 dies fins l’eutanàsia. Els animals de 9 
mesos d’edat el mateix dia d’inici tractament se’ls va injectar una solució de 
Bromodeoxiuridina (BrdU) i NaCl de 50 mg/Kg de pes dels animals en intervals 
de 2 hores, tres cops. Els animals es van sacrificar 28 dies després de la injecció 
de BrdU. Els estudis van ser aprovats pel Comitè Ètic d’Experimentació Animal 
(CEEA) de la Universitat de Barcelona.  

2.2. Test de reconeixement de l’objecte nou: 

La prova NORT és una prova cognitiva utilitzada per avaluar la memòria de 
reconeixement a curt i llarg termini. L'aparell utilitzat consisteix en un laberint 
negre de clorur de polivinil amb dos braços de 25 x 20 x 5 cm amb una orientació 
de 90º. Els objectes a discriminar eren de plàstic i sense cap part que pogués ser 
mossegada. La prova es va realitzar durant 5 dies. En els primers tres dies, els 
animals van ser habituats individualment a l'aparell durant 10 min cada dia. El 
quart dia, els animals van ser exposats individualment durant els 10 min de 
l'aparell i se'ls va permetre explorar lliurement la zona dins de l'aparell (fase de 
familiarització) on havíem col·locat dos objectes idèntics (A+A o B+B) al final 
de cada braç. Després de 10 min, els animals van ser retirats i retornats a la seva 
gàbia, i 2 h més tard es va realitzar la primera prova (memòria de curt termini). 
En aquesta segona fase del test, els objectes A i B van ser intercanviats (A+B o 
B+A) i els ratolins van poder explorar el laberint durant 10 minuts. 24 hores 
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després del primer assaig, els animals van ser exposats de nou a l'aparell, i en 
aquest cas, els objectes A i B van ser substituïts per dos nous objectes amb 
diferents formes i colors (A+C o B+C), i es va permetre als animals explorar-los 
durant 10 minuts. Es va mesurar el temps d’exploració de l’objecte nou (TN) i de 
l’objecte conegut (TC). L'exploració d'un objecte es va definir com el temps que 
passa el rosegador apuntant el nas cap a l'objecte a una distància de 2 cm i/o tocant-
lo amb el nas. Girar o seure al voltant de l'objecte no es va considerar exploració. 
Per evitar els prejudicis de preferència de l'objecte, els objectes A i B es van 
contraequilibrar de manera que la meitat dels animals de 

cada grup experimental es van exposar primer a l'objecte A i després a l'objecte 
B, mentre que l'altra meitat primer va veure l'objecte B i després l'objecte A. 
Finalment, per quantificar la funció cognitiva, es va calcular l'índex de 
discriminació (ID), que es defineix com (TN-TC)/(TN+TC). 

2.3. Tinció immunofluorescent: 

Els ratolins van ser anestesiats (cetemamina 100 mg/Kg i xilazina 10 mg/Kg, per 
via intraperitoneal) i després es van perfondre intracardiacament amb una solució 
de PBS seguida d’una solució de paraformaldehid (PFA) al 4% diluït en una 
solució de tampó de fosfat 0,1 M. Els cervells van ser retirats i fixats en PFA al 
4% durant la nit a 4ºC. Posteriorment, els cervells es van canviar a una solució de 
PFA 4% i sucrosa 15%. Finalment, es van congelar en gel sec i es van 
emmagatzemar a -80ºC. Es van tallar seccions de cervell coronals de 30 μm 
mitjançant un criostat (Leica Microsystems CM 3050S criostat, Wetzlar, 
Alemanya) i es van emmagatzemar  en solució crioprotectora a -20ºC.  

Per a la tinció, es van permeabilitzar les seccions en un tampó Tris-Tween al 0,3% 
durant 20 min, seguit d’un bloqueig d’una hora amb albúmina de sèrum boví 
(BSA) al 0,5% en TBST. La incubació de l’anticòs primari es va realitzar a 4ºC 
durant la nit. A continuació, es van realitzar tres rondes de rentats de 10 min de 
duració amb TBST a temperatura ambient,s eguides d’una hora d’incubació a 
temperatura ambient de l’anticòs secundari. Les mostres es van rentat 
posteriorment en tres rondes de 10 min per finalment dur a terme una incubació 
de 5 min amb Hoescht a una dilució 1:500 per a tenyir els nuclis. Finalment es 
van rentar les seccions i es van muntar amb Fluoromount (Thermo Scientific). Els 
anticossos utilitzats van ser: BrdU (Abcam/Ab6326; a una dilució 1:800), DCX 
(Santa Cruz Biotechnology/SC271390; a una dilució 1:50), GFAP (Dako/GA524; 
a una dilució 1:200), Alexa Fluor® 568 anti-goat (Invitrogen/A21206; a una 
dilució 1:500), Alexa Fluor® 488 anti-rabbit (Invitrogen/A11057; a una dilució 
1:800). Les imatges es van obtenir amb un microscopi confocal espectral d’alta 
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velocitat Zeiss LSM880. Les imatges es van analitzar amb el programari ImageJ. 
Es van analitzar com a mínim 5 imatges de 5 individus per grup. I es van contar 
el nombre de cèl·lules positives per cadascuna de les tincions a la zona del gir 
dentat.  

2.4. Anàlisi estadístic:  

L'adquisició de dades i l'anàlisi estadística de les dades es va dur a terme utilitzant 
el programari GraphPad Prism. Les dades s'expressen com a mitjana ± error 
estàndard de la mitjana (SEM) d'almenys 3 mostres per grup. L'anàlisi estadística 
es va realitzar a través de la prova t-student de dues cues o l'anàlisi de la variància 
d'una via (ANOVA) seguida per l'anàlisi post-hoc de Tukey. La importància 
estadística es va definir com a valor p<0,05. Els valors atípics es van determinar 
amb la prova de Grubbs i, es van retirar de l’anàlisi quan va ser necessari. L'anàlisi 
dels paràmetres cognitius es va realitzar a cegues.  

3. Resultats 

En primer lloc, es va avaluar l’estat cognitiu dels animals SAMR1 i SAMP8 de 
10 mesos d’edat, i l’efecte del tractament durant quatre setmanes amb el compost 
UB-ALT-EV sobre animals SAMP8. La prova de memòria NORT es va utilitzar 
per avaluar la memòria de reconeixement de curt i llarg termini. Els resultats van 
mostrar una disminució significativa de l’índex de discriminació del grup SAMP8 
en comparació amb el grup de ratolins SAMR1 de 10 mesos d’edat (Figura A1). 
Per altra banda, el compost UB-ALT-EV va demostrar el seu efecte beneficiós 
sobre la memòria de reconeixement tant a curt com a llarg termini en els animals 
SAMP8 de 10 mesos d’edat.  
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Figura A1. Resultats obtinguts mitjançant ell test NORT en ratolins SAMR1, SAMP8 I SAMP8 
tractacts amb UB-ALT-EV de 10 mesos d’edat. Índex de discriminació del test de memòria de curt 
termini (A), índex de discriminació del test de memòria de llarg  termini (B). Valors representants 
com la mitjana ± error estàndard de la mitjana; (n=37): SAMR1 (n=10), SAMP8 (n=11) i SAMP8 
tractats amb UB-ALT-EV (n=10). **p<0.01, ***p<0.001.  

Seguidament, per avaluar la supervivència de les cèl·lules en el gir dentat de 
l’hipocamp, es van contar les cèl·lules positives pel marcatge amb BrdU a 
l’hipocamp dels ratolins SAMR1, SAMP8 i SAMP8 tractats amb el compost UB-
ALT-EV. El BrdU és un anàleg de la timidina que s’incorpora a l’ADN de les 
cèl·lules en divisió durant la fase S del cicle cel·lular pel que s’utilitza per al 
seguiment de la proliferació cel·lular (Taupin, 2007). Els ratolins SAMP8 van 
mostrar una reducció del 50% de les cèl·lules BrdU positives en comparació amb 
el grup de ratolins SAMR1 de 10 mesos d’edat. Per altra banda, el tractament amb 
UB-ALT-EV va ser capaç d’augmentar significativament la supervivència 
cel·lular en els animals SAMP8 tractats (Figura A2). Cal destacar però que el 
nombre de cèl·lules BrdU positives a aquesta edat dels rosegadors va ser 
extremadament baixa, pel que l’efecte positiu sobre la supervivència per part del 
nou compost, és d’especial rellevància.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A2. Nombre de cèl·lules BrdU positives al gir dentat de l’hipocamp dels animals SAMR1 
i SAMP8 de 10 mesos d’edat. La gràfica representa el % de cèl·lules BrdU positives respecte els 
animals SAMR1. *p<0.05. L’escala representa 40μm. 
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Posteriorment, es va avaluar el marcador Doblecortina (DCX), una proteïna de 
migració neuronal que s’expressa a les neurones immadures (Francis et al., 1999). 
Així doncs, volíem avaluar el nombre de neurones en procés de maduració en els 
grups estudiats. En la mateixa línia que l’estudi del marcador BrdU, els animals 
SAMP8 de 10 mesos d’edat van mostrar una disminució del 50% en l’expressió 
d’aquest marcador de proliferació. En canvi, els animals SAMP8 tractats amb el 
compost UB-ALT-EV van augmentar en un 30% el marcatge DCX positiu en 
comparació amb el grup SAMP8, indicant un efecte inductor de la proliferació 
neuronal per part del nou compost (Figura A3). A més, l’avaluació del marcador 
d’activació astrocítica GFAP va mostrar una reducció d’aquest marcador en els 
animals SAMP8 en comparació amb els animals SAMR1, que no va ser revertida 
pel tractament amb UB-ALT-EV (Figura A4). 
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Figura A3. Nombre de cèl·lules DCX positives al gir dentat de l’hipocamp dels animals SAMR1 
i SAMP8 de 10 mesos d’edat. La gràfica representa el % de cèl·lules DCX positives respecte els 
animals SAMR1. *p<0.05, **p<0.01. L’escala representa 40μm. 
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4. Discussió 

Efectes del tractament amb UB-ALT-EV sobre el procés neurogènic 
en ratolins SAMP8 de 10 mesos d’edat 

La neurogènesi durant l’edat adulta té un paper important en la millora i el 
manteniment de funcions com l’aprenentatge i la memòria (Yau, Li, & So, 2015). 
Per aquest motiu, s’ha postulat que teràpies dirigides a la potenciació de la 
neurogènesi podrien representar una estratègia per a reduir la progressió de la MA 
(Blennow, de Leon, & Zetterberg, 2006). De fet, s’ha demostrat com en el model 
de ratolí SAMP8, mitjançant l’ús d’agents inductors de la neurogènesi, es pot 
regular el microambient del nínxol neurogènic, rescatant el nombre de cèl·lules 
mare i així revertint el fenotip neurogènic patològic (Díaz-Moreno et al., 2018).  

Particularment, el model SAMP8 en edats joves mostra un augment considerable 
de la neurogènesi en comparació amb els animals SAMR1 (Gang et al., 2011). 
S’ha suggerit que aquest increment en la neurogènesi en edats joves és un 
mecanisme per fer front a alteracions patològiques del cervell com l’estrès 
oxidatiu, la inflamació i l’activació de vies de mort neuronal, que afecten 
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Figura A4. Nombre de cèl·lules GFAP positives al gir dentat de l’hipocamp dels animals SAMR1 
i SAMP8 de 10 mesos d’edat. La gràfica representa el % de cèl·lules GFAP positives respecte els 
animals SAMR1. *p<0.05. L’escala representa 40μm. 
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principalment l’escorça cerebral i l’hipocamp (Cristòfol et al., 2012; Morley, Farr, 
Kumar, & Armbrecht, 2012; Sureda et al., 2006). Cal destacar però, que els 
ratolins SAMP8 presenten una disminució dràstica de la neurogènesi amb la 
progressió de la senescència (Gang et al., 2011). Per aquest motiu, és interessant 
l’estudi de l’efecte d’agents inductors de la neurogènesi en edats avançades 
d’aquest model donada la disminució de l’activitat neurogènica.  

En primera instància, la millora de la memòria de reconeixement induïda pel 
tractament amb UB-ALT-EV, demostra una vegada més el potencial terapèutic 
del nou compost sobre la cognició, aquest cop, en ratolins SAMP8 de 10 mesos 
d’edat. A més, tenint en compte l’evidència demostrada per diferents antagonistes 
del receptor NMDA, actuant tots ells com a inductors de la neurogènesi (Hirasawa 
et al., 2003; Nacher et al., 2003, 2001; Okuyama et al., 2004), els nostres resultats 
preliminars sobre aquest procés (Annex 1), encara que són discrets, seguirien la 
mateixa línia d’evidència. En primer lloc, l’augment del percentatge de 
supervivència i de proliferació cel·lular observat en els animals SAMP8 envellits 
després del tractament amb UB-ALT-EV sembla indicar una vegada més, 
l’activitat inductora de la neurogènesi per part d’antagonistes del receptor NMDA. 
En segon lloc, tal i com s’ha descrit prèviament, vam trobar una disminució dels 
nivells del marcador GFAP al gir dentat dels ratolins SAMP8 de 10 mesos d’edat 
en comparació amb els animals SAMR1 (Gang et al., 2011), que no va ser 
revertida pel tractament amb UB-ALT-EV. En aquest sentit, s’ha suggerit que 
aquesta disminució en l’activació astrocítica dels animals SAMP8 podria ser 
responsable del deteriorament del nínxol neurogènic durant la senescència (Gang 
et al., 2011). En el nostre cas, l’avançada edat dels animals podria ser la causa de 
l’absència d’efecte del compost UB-ALT-EV. 

En conjunt, els resultats preliminars obtinguts després del tractament d’animals 
SAMP8 de 10 mesos d’edat amb el compost UB-ALT-EV són molt esperançadors 
i, suggereixen un efecte inductor de la neurogènesi per part del nou compost, tot i 
l’avançat procés senescent que presenten els ratolins SAMP8.  

5. Referències  

Åmellem, I., Yovianto, G., Chong, H. T., Nair, R. R., Cnops, V., Thanawalla, A., 
& Tashiro 田代 歩, A. (2021). Role of NMDA Receptors in Adult 
Neurogenesis and Normal Development of the  Dentate Gyrus. ENeuro, 
8(4). https://doi.org/10.1523/ENEURO.0566-20.2021 

Blennow, K., de Leon, M. J., & Zetterberg, H. (2006). Alzheimer’s disease. The 
Lancet, 368(9533), 387-403. https://doi.org/10.1016/S0140-



Annex 1 

 257 

6736(06)69113-7 
Bruel-Jungerman, E., Davis, S., Rampon, C., & Laroche, S. (2006). Long-term 

potentiation enhances neurogenesis in the adult dentate gyrus. The Journal 
of Neuroscience : The Official Journal of the Society for  Neuroscience, 
26(22), 5888-5893. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0782-06.2006 

Cristòfol, R., Porquet, D., Corpas, R., Coto-Montes, A., Serret, J., Camins, A., … 
Sanfeliu, C. (2012). Neurons from senescence-accelerated SAMP8 mice are 
protected against frailty by  the sirtuin 1 promoting agents melatonin and 
resveratrol. Journal of Pineal Research, 52(3), 271-281. 
https://doi.org/10.1111/j.1600-079X.2011.00939.x 

Díaz-Moreno, M., Armenteros, T., Gradari, S., Hortigüela, R., García-Corzo, L., 
Fontán-Lozano, Á., … Mira, H. (2018). Noggin rescues age-related stem 
cell loss in the brain of senescent mice with  neurodegenerative pathology. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, 115(45), 11625-11630. https://doi.org/10.1073/pnas.1813205115 

Encinas, J. M., Michurina, T. V, Peunova, N., Park, J.-H., Tordo, J., Peterson, D. 
A., … Enikolopov, G. (2011). Division-coupled astrocytic differentiation 
and age-related depletion of neural  stem cells in the adult hippocampus. Cell 
Stem Cell, 8(5), 566-579. https://doi.org/10.1016/j.stem.2011.03.010 

Francis, F., Koulakoff, A., Boucher, D., Chafey, P., Schaar, B., Vinet, M. C., … 
Chelly, J. (1999). Doublecortin is a developmentally regulated, microtubule-
associated protein  expressed in migrating and differentiating neurons. 
Neuron, 23(2), 247-256. https://doi.org/10.1016/s0896-6273(00)80777-1 

Gang, B., Yue, C., Han, N., Xue, H., Li, B., Sun, L., … Zhao, Q. (2011). Limited 
hippocampal neurogenesis in SAMP8 mouse model of Alzheimer’s disease. 
Brain Research, 1389, 183-193. 
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.brainres.2011.03.039 

Götz, M., Nakafuku, M., & Petrik, D. (2016). Neurogenesis in the Developing and 
Adult Brain-Similarities and Key Differences. Cold Spring Harbor 
Perspectives in Biology, 8(7). https://doi.org/10.1101/cshperspect.a018853 

Hirasawa, T., Wada, H., Kohsaka, S., & Uchino, S. (2003). Inhibition of NMDA 
receptors induces delayed neuronal maturation and sustained proliferation of 
progenitor cells during neocortical development. Journal of neuroscience 
research, 74(5), 676-687. 

Ihrie, R. A., & Álvarez-Buylla, A. (2011). Lake-front property: a unique germinal 
niche by the lateral ventricles of the adult brain. Neuron, 70(4), 674-686. 

Kempermann, G., Kuhn, H. G., & Gage, F. H. (1998). Experience-induced 
neurogenesis in the senescent dentate gyrus. The Journal of Neuroscience : 
The Official Journal of the Society for  Neuroscience, 18(9), 3206-3212. 



Annex 1 

 258 
 
 

https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.18-09-03206.1998 
Lazarov, O., & Marr, R. A. (2010). Neurogenesis and Alzheimer’s disease: at the 

crossroads. Experimental Neurology, 223(2), 267-281. 
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2009.08.009 

Lee, S. W., Clemenson, G. D., & Gage, F. H. (2012). New neurons in an aged 
brain. Behavioural Brain Research, 227(2), 497-507. 
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2011.10.009 

Lledo, P.-M., Alonso, M., & Grubb, M. S. (2006). Adult neurogenesis and 
functional plasticity in neuronal circuits. Nature Reviews. Neuroscience, 
7(3), 179-193. https://doi.org/10.1038/nrn1867 

Maekawa, M., Namba, T., Suzuki, E., Yuasa, S., Kohsaka, S., & Uchino, S. 
(2009). NMDA receptor antagonist memantine promotes cell proliferation 
and production of  mature granule neurons in the adult hippocampus. 
Neuroscience Research, 63(4), 259-266. 
https://doi.org/10.1016/j.neures.2008.12.006 

Morley, J. E., Farr, S. A., Kumar, V. B., & Armbrecht, H. J. (2012). The SAMP8 
mouse: a model to develop therapeutic interventions for Alzheimer’s 
disease. Current pharmaceutical design, 18(8), 1123-1130. 

Mu, Y., & Gage, F. H. (2011, desembre 22). Adult hippocampal neurogenesis and 
its role in Alzheimer’s disease. Molecular Neurodegeneration. 
https://doi.org/10.1186/1750-1326-6-85 

Nacher, J., Alonso-Llosa, G., Rosell, D. R., & McEwen, B. S. (2003). NMDA 
receptor antagonist treatment increases the production of new neurons in the 
aged rat hippocampus. Neurobiology of aging, 24(2), 273-284. 

Nacher, J., Rosell, D. R., Alonso‐Llosa, G., & McEwen, B. S. (2001). NMDA 
receptor antagonist treatment induces a long‐lasting increase in the number 
of proliferating cells, PSA‐NCAM‐immunoreactive granule neurons and 
radial glia in the adult rat dentate gyrus. European Journal of Neuroscience, 
13(3), 512-520. 

Okuyama, N., Takagi, N., Kawai, T., Miyake‐Takagi, K., & Takeo, S. (2004). 
Phosphorylation of extracellular‐regulating kinase in NMDA receptor 
antagonist‐induced newly generated neurons in the adult rat dentate gyrus. 
Journal of neurochemistry, 88(3), 717-725. 

Sureda, F. X., Gutierrez-Cuesta, J., Romeu, M., Mulero, M., Canudas, A. M., 
Camins, A., … Pallàs, M. (2006). Changes in oxidative stress parameters 
and neurodegeneration markers in the brain  of the senescence-accelerated 
mice SAMP-8. Experimental Gerontology, 41(4), 360-367. 
https://doi.org/10.1016/j.exger.2006.01.015 

Taupin, P. (2007). BrdU immunohistochemistry for studying adult neurogenesis: 



Annex 1 

 259 

paradigms, pitfalls,  limitations, and validation. Brain Research Reviews, 
53(1), 198-214. https://doi.org/10.1016/j.brainresrev.2006.08.002 

Trinchero, M. F., Buttner, K. A., Sulkes Cuevas, J. N., Temprana, S. G., Fontanet, 
P. A., Monzón-Salinas, M. C., … Schinder, A. F. (2017). High Plasticity of 
New Granule Cells in the Aging Hippocampus. Cell Reports, 21(5), 1129-
1139. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.09.064 

Yau, S., Li, A., & So, K.-F. (2015). Involvement of Adult Hippocampal 
Neurogenesis in Learning and Forgetting. Neural Plasticity, 2015, 717958. 
https://doi.org/10.1155/2015/717958 

Zhao, C., Deng, W., & Gage, F. H. (2008). Mechanisms and functional 
implications of adult neurogenesis. Cell, 132(4), 645-660. 

 



 

  
 

  



 

 



 

  
 

 


	JCA_COBERTA
	VF_Tesi_JCA_4.5.22 opt

