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O.1. Implication of microglial heme-oxygenase | (HO-1)
in aging and neurodegenerative diseases

Manuela G. Lopez

Institute Teofilo Hernando. Department of Pharmacology. School of Medicine.
Autonomous University of Madrid. Madrid. Spain.

Aging is the primary risk factor for the development of neurodegenerative
diseases (NDDs) such as Alzheimer’s Disease (AD). However, oxidative stress
(OS), aberrant protein aggregates and neuroinflammation have been identified
as common pathophysiological markers in NDDs. In the specific case of AD,
neuroinflammation is a key player starting in early stages of the disease.
Therefore, strategies aiming at modulating neuroinflammation have gained
interest.

The inducible enzyme hemoxygenase-1 (HO-1) has been proposed as
therapeutic target as its activity is linked to anti-inflammatory and antioxidant
effects. However, the expression pattern of HO-1 and its effects with aging and
AD remain controversial. To elucidate the brain expression pattern of HO-1 with
aging and AD, wild type (WT) and the 5xFAD (five familial AD mutations) mouse
model were used at different ages (4, 8, 12 and 18 months). Total brain
expression of HO-1 was increased with aging and particularly in AD progression.
HO-1 up-regulation was mainly detected in microglial cells, which are the innate
immune cells of the central nervous system (CNS). These findings were
corroborated in human postmortem brain samples of AD patients and highlight
HO-1 as a potential biomarker or therapeutic target for the treatment of AD.
Whether this up-regulation is a compensatory mechanism to confront the
subjacent neuroinflammation or is related to disease progression is still unknown.
Therefore, we studied the effects of microglial HO-1 under inflammatory
conditions, both in adult and aged WT mice and LysMCreHmox1424 (HMOX1M-
KO) mice that lack HO-1 in microglial cells were used. We observed that microglial
HO-1 deletion after an inflammatory insult was linked to increased
neuroinflammation, OS, cell death and behavioral alterations in adult animals.
However, in aged mice, we observed the contrary. Therefore, strategies aiming
at modulating HO-1 to achieve beneficial outcomes should be differently
considered depending on the basal expression of this enzyme.



O.2.Neuroinflamacién y patologia psiquiatrica.
Oportunidades terapéuticas.

Juan Carlos Leza

Dpto. Farmacologia y Toxicologia. Fac. Medicina. Universidad Complutense de
Madrid, 1IS Imas12, CIBERSAM, IUIN

Las patologias mentales suponen un problema sanitario de primera magnitud,
ya que originan gran carga sanitaria, social y econdomica. Son de muy elevada
prevalencia (una persona de cada cuatro), discapacidad (se pierden mas afos
de vida y anos de trabajo por trastornos mentales que por cualquier otra
patologia) y coste (mas de 450 billones de euros al aino en Europa). Los
trastornos afectivos y psicéticos (depresidon mayor y esquizofrenia) estan a la
cabeza de estas patologias. Se estan haciendo muchos esfuerzos por conocer
la fisiopatologia de estos trastornos mas alla de las hipétesis basadas en las
acciones de los antidepresivos y los antipsicoticos sobre neurotransmisores, ya
que los actuales tratamientos, en el mejor de los casos permiten un control de
los sintomas en 2/3 de los pacientes. En los ultimos afos se han aportado
nuevas evidencias y se acepta que tanto la depresion como las psicosis son
enfermedades multifactoriales, en las que se ven implicados factores genéticos,
prenatales y ambientales, siendo el estrés y la exposicion a estimulos
inflamatorios o inmunes los que mas atenciéon estan recibiendo. Numerosos
estudios preclinicos y clinicos indican la existencia de una inflamacioén en el SNC
(neuroinflamacién) como responsable de las alteraciones estructurales y
funcionales que se observan en estas patologias, ademas de una inflamacion
sistémica de bajo grado. La experimentacion preclinica ha identificado, en los
ultimos afos, una activacion de rutas inflamatorias intra- e intercelulares en el
cerebro, con un papel regulador central de algunos factores de transcripcién tras
la activacion de receptores de respuesta inmune innata. Una interesante linea
de estudio sobre el posible origen de estas sefales inflamatorias en el cerebro
apunta al estrés y a ciertos componentes de la pared bacteriana provenientes de
la microbiota presentes en la circulacion tras una disbiosis. La identificacion de
estas rutas fisiopatologicas en las enfermedades mentales es la base de los
numerosos ensayos clinicos en los que se esta evaluando el interés de
tratamientos antioxidantes y antiinflamatorios afadidos a los tratamientos
antidepresivos y antipsicoticos actuales.



0.3: Sigma receptors and Alzheimer’s Disease
Manuel Merlos

Welab Barcelona. Parc Cientific de Barcelona
Edifici Cluster Il. Planta 4 Baldiri Reixac, 4-8, 08028 Barcelona

https://www.welabbarcelona.com
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The sigma-1 receptor (01R) is a unique ligand-regulated molecular chaperone.
First cloned in 1996, the sequence of the 01R does not resemble that of any
mammalian protein. c1R is located at the ER, mainly in the MAM, and associated
to BiP. Under conditions involving stress or dysfunction, the 1R is activated and,
through physical interaction, exerts a modulatory activity modifying the function
of many proteins, including ion channels, GPCRs, growth factor receptors, and
others. The role of the 01R in several neurodegenerative diseases, including
Alzheimer’s disease (AD), has been clearly evidenced. 01R agonists promote
neural protection through several mechanisms including neurite outgrowth,
increasing anti-apoptotic  signaling, inhibiting neuroinflammation, and
downregulating cellular stress. 1R agonists shows beneficial effects in many in
vitro and animal models of AD. The sigma-2 receptor (02R) is known as a
separate pharmacological entity respect to 01R since the 90’s, but it was not
identified as TMEM-97 until 2017. Although structurally it is a completely different
protein, there are several common features with the o01R, including the
localization in lipid rafts in the ER, interaction with other proteins, and involvement
in the physiopathology of neurodegenerative diseases. In particular, the o2R is
associated with the LDL receptors and the PGRMC1 in neurons, with a crucial
role in the uptake of amyloid beta (AB) oligomers. Thus, targeting o2R inhibits AB
toxicity in in vitro and in animal models of AD. Other mechanisms recently
described include the enhancement of neurotrophic signaling, reduction of
neurotoxic microglia stimulation and promotion of neuritogenesis. Results with
o0iR and o02R ligands in ongoing clinical trials in AD and in other
neurodegenerative conditions are eagerly awaited.
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0.4.Drug screening in neuropathic pain employing
phenotypic neuronal-like models.

Martinez AL"23, Brea J'23, Loza MI'23

'BioFarma Research Group, Centro CIMUS de Investigacion, Universidad de
Santiago de Compostela.2Departamento de Farmacologia, Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de
Compostela.3Instituto de Investigaciones Sanitarias (IDIS), Santiago de
Compostela.

Despite its high prevalence, neuropathic pain is still an unmet clinical need
because new analgesics identified in preclinical studies failed in clinical trials,
probably related to the lack of translationality of the HTS assays, where
recombinant models are routinely used. To overcome these drawbacks, we
developed a sensorial neuron-like model for analgesics HTS employing an
immortalized cell line.

We set up a differentiation protocol for F11 cells (a hybrid of neuroblastoma
murine cells and rat DRG neurons) to obtain cells with a phenotype of sensory
neurons. We focused our study in two neuronal phenotypic features, the
electrical excitability and the outgrowth of neurites.

We observed that the excitability of F11 cells (30 mM KCI) was increased after
the exposition to a combination of inflammatory mediators. After an HTS trial
employing the Prestwick Chemical Library, we found that four calcium channel
inhibitors (felodipine, nimodipine, nicardipine and nitrendipine) and an
antidepressant (protriptyline) relieved this increase in excitability. Also, as a
secondary screening, we noticed that felodipine and nitrendipine protected
differentiated F11 cells against neurite shortening induced by the antitumor drug
vincristine and the antiviral drug rilpivirine.

This model was revealed to be of interest for HTS in our research on long-
COVID-19: one of the clinical profiles related to this pathology are changes in
pain perception due to the deleterious effect of proinflammatory cytokines. In
agreement with this, we observed that both TNF[] and interferon [ induced a
significant decrease in neurite length and that TNF[ induced a decrease in the
in the excitability of differentiated F11 cells.



0.5. Dolor neuropatico y neuroinflamacion: papel del
receptor sigma-1

Francisco Rafael Nieto Lopez

Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina e Instituto de
Neurociencias, Centro de Investigacion Biomédica, Universidad de Granada

Instituto de Investigacion Biosanitaria, ibs.Granada, Granada, Esparia

El dolor neuropatico es muy incapacitante y afecta al 7-10 % de la poblacién. En
la actualidad, los tratamientos disponibles no son totalmente eficaces y
presentan numerosos efectos indeseables. La falta de eficacia de estos
tratamientos probablemente se deba a que no van dirigidos a atenuar la
neuroinflamacion asociada a esta patologia. El receptor sigma-1 es una
chaperona que modula numerosas proteinas que es considerada una diana
emergente para el tratamiento del dolor neuropatico, sin embargo, los
mecanismos por los cuales alivia el dolor neuropatico no se conocen al 100%.

Investigaciones de nuestro laboratorio ponen de manifiesto que la inhibicion
genética o farmacolégica del receptor sigma-1 alivia el dolor neuropatico
inducido por antineoplasicos o la seccion parcial del nervio ciatico en ratones.
También hemos demostrado que cuando se produce la lesion del nervio ciatico,
el receptor sigma-1 (de localizacion exclusiva neuronal) se activa y externaliza a
la membrana plasmatica de las neuronas sensoriales dafiadas del ganglio de la
raiz dorsal (DRG, de sus siglas en inglés). Ademas, demostramos que el receptor
sigma-1 participa en la interaccion neurona-macréfago en el DRG, ya que las
neuronas dafiadas con el receptor sigma-1 externalizado estan mayoritariamente
rodeadas de macrofagos. Durante el dafio nervioso, la inhibicion sigma-1 reduce
la infiltracion de macroéfagos, y el incremento de IL-6 y de CCL-2 (implicado en el
reclutamiento de macrofagos). Por otro lado, aunque la lesion del nervio
periférico también produce microgliosis y astrocitosis en la médula espinal, la
inhibicion sigma-1 muestra resultados poco concluyentes, que no nos permiten
afirmar que el receptor sigma-1 module la neuroinflamacién central. No obstante,
otros grupos de investigacion si han demostrado que la inhibicién sigma-1 reduce
la neuroinflamacion espinal en otros modelos de dolor neuropatico.

En resumen, el receptor sigma-1 tiene un papel clave en la neuroinflamacién
periférica a nivel del DRG, pero no esta tan clara su implicacion en la
neuroinflamacion central, algo que concuerda con la mayor expresion de este
receptor en el DRG. La contribucidn del receptor sigma-1 a la neuroinflamacién
periférica podria explicar, al menos en parte, su eficacia aliviando el dolor
neuropatico y otros tipos de dolor crénico. No obstante, se necesitan mas
estudios para clarificar esta cuestion.



0.6. Neuroinflamacién durante el dolor de la artritis
reumatoide: papel de los receptores sigma-1

Miguel Angel Huerta Martinez'?®, Carlos Goémez-Navas'?, Antonia Artacho-
Cordon'®, Rafael Gonzalez-Cano'®, Enrique J. Cobos'**, Francisco R.
Nieto'"

1. Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Granada, Granada, Espafa.2. Instituto de Neurociencias, Centro de
Investigaciones Biomédicas, Universidad de Granada, Granada, Espana.
3.Instituto de Investigaciones Biosanitarias ibs. Granada, Granada, Espafia4.
Instituto Tedfilo Hernando I+D del Medicamento, Madrid, Espana

El dolor es un sintoma prevalente y el mas incapacitante para los pacientes con
artritis reumatoide. La inflamacion articular y la neuroinflamacion participan en
gran medida en el dolor artritico. El receptor sigma-1 es una chaperona
moduladora que se expresa en areas del sistema nervioso central y periférico
relevantes para la transmision del dolor y su bloqueo es eficaz en diversos
modelos preclinicos de dolor patolégico y en ensayos clinicos para dolor
neuropatico. Ademas, sus efectos se asocian a una disminucion de la
neuroinflamacion. Por tanto, hipotetizamos que el receptor sigma-1 podria
disminuir el dolor artritico por su efecto neuroinmunomodulador.

Para validar esta hipotesis, empleamos el modelo de artritis inducida por
colageno (CIA) en ratas Wistar. Para bloquear el receptor sigma-1 empleamos
una estrategia genética (ratas KO para sigma-1) y otra farmacoldgica
(antagonista sigma-1 S1RA). Se evalué el dolor mediante el test de von Frey
(alodinia mecanica), el test de acetona (alodinia al frio), el Hargreaves test
(alodinia al calor) y el grip strength (fuerza de agarre) y la neuroinflamacién
mediante citometria de flujo (FACS) e inmunohistoquimica en médula y DRG.

Nuestros resultados sugieren que las ratas KO sigma-1 y las tratadas con S1RA
presentan mejoria en diversos parametros de dolor: alodinia mecanica, alodinia
al frio, alodinia al calor y fuerza de agarre. Ademas, tanto el bloqueo genético
como farmacologico redujo la microgliosis espinal y la migracion de macrofagos
al DRG. Proponemos que parte del efecto analgésico viene mediado por la
disminucién de la neuroinflamaciéon central (médula) y periférica (DRG)
observada tras el bloqueo sigma-1, aunque otros mecanismos podrian contribuir.

En conclusioén, el bloqueo del receptor sigma-1 disminuye el dolor asociado a la
artritis inducida por colageno (CIA) y la neuroinflamacién. Por tanto, se presenta
como una diana terapéutica interesante para el tratamiento del dolor artritico.
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O.7. Epigenetic new approaches for Alzheimer’s
treatment: TET2 activators and G9a inhibitors

Christian Grifian-Ferré'2, Mercé Pallas', Aina Bellver-Sanchis', Isabel Puig?,
Héctor G. Palmer?, Xavier Barril*5, Carles Galdeano*
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Pharmacy and Food Sciences, Institut de Neurociéncies, Universitat de
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Neurodegenerativas (CIBERNED), National Institute of Health Carlos Il
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Barcelona 08010, Spain.

The regulation of epigenetic mechanisms is essential for human health, brain
development, and function, being implicated in neurological disorders. Recent
studies suggest that several epigenetic modifications, including mutations and
activity changes in several enzymes of the epigenetic machinery, have been
associated with age-related cognitive decline and Alzheimer’s disease (AD).

Several pieces of evidence indicate that downregulation of the master epigenetic
regulator, the ten-eleven translocation (TET2) and its enzyme product 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC) is closely related to the occurrence of AD.
Recently, some of us have discovered a novel series of small molecules that
allosterically activates TET2 and are able to increase 5-hmC levels. [1] In this
talk, we will show the chemical structure of 7B, our lead molecule and how this
compound is able to improve cognitive capabilities, reducing neuroinflammatory
markers as well as p-amyloid plaques in 5XFAD, a well-established AD mice
model.

Moreover, we will present our results regarding the upregulation of lysine
methyltransferase (G9a) and its repressive mark H3K9me2 in the brains of AD
patients and how G9a inhibition treatment promotes the induction of neuronal
plasticity and a reduction of neuroinflammation in SAMP8. Strikingly, these
neuroprotective effects were reverted by the pharmacological inhibition of Glial
Maturation Factor B (GMFB) in mice. Finally, we will show evidence that GMFB
activity is controlled by G9a-mediated lysine methylation as well as we identified
that G9a directly bound GMFB and catalyzed the methylation at lysine (K) 20 and
K25 in vitro. Therefore, our findings confirm undescribed approaches by which
epigenetic therapies mediate changes in neuroinflammation promoting
neuroprotection in AD.

[1] PCT/EP2022/060579



COMUNICACIONES ORALES
CO.1. ¢ Cannabis sativa como agente neuroprotector y antioxidante?

Guillermo Casedas*(gcasedas@usj.es), Henar Rojas-Marquez (henar.rojas@ehu.eus)
Cristina Moliner (acmoliner@usj.es), Francisco Les (fles@usj.es), Carlota Gémez
(cgomez@usij.es), Victor Lépez (ilopez@usj.es)

Universidad San Jorge. Murcia

Introduccion: Cannabis sativa L. es una planta medicinal que contiene
numerosos constituyentes quimicos entre los que se incluyen cannabinoides
como el trans-A-9-tetrahidrocannabinol (A9-THC) y el cannabidiol (CBD), pero
también flavonoides, como derivados de luteolina y apigenina. En particular, la
fraccidon polar del cahiamo, que incluye muchos compuestos fendlicos, se ha
pasado por alto en los estudios de investigacion comparacion con la fraccion mas
lipofilica que contiene cannabinoides [1]; sin embargo, estudios recientes han
demostrado que la planta C. sativa alberga un alto contenido en polifenoles [2].
Estos compuestos se han utilizado y comercializado durante décadas debido a
su actividad antioxidante y la capacidad de reducir las especies reactivas de
oxigeno (ROS) [3-5].

Objetivo: evaluar la capacidad antioxidante y neuroprotectora de un extracto
polifendlico de cannabis y de combatir el estrés oxidativo en células neuronales.

Material y métodos: la actividad antioxidante se evalud in vitro empleando
diversos métodos (DPPH, radical superéxido, FRAP, ORAC), su potencial
neuroprotector sobre enzimas que son dianas farmacoldgicas en el sistema
nervioso central como acetilcolinesterasa (AChE) y monoamino oxidasa A (MAO-
A). También se comprobd la citotoxicidad del extracto acuoso en la linea
neuronal N2a de neuroblastoma de raton mediante la técnica MTT vy la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). En la linea humana SH-
SY5Y mediante la técnica de Western Blot, se cuantificé la expresion de
proteinas antioxidantes PRDX1 y PRDX3 y el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) asi
coémo la expresion génica por RT-gPCR del factor nuclea kappa B (NFKB) y la
proteina BCL2.

Resultados: el extracto acuoso mostré una buena capacidad antioxidante in
vitro y en ensayos de inhibicion enzimatica, mostro actividad inhibidora de AChE
y MAO-A. Los ensayos en Neuro-2a demostraron que el extracto polifendlico no
era citotoxico y exhibié propiedades citoprotectoras propiedades frente al
peréxido de hidrogeno y en la produccion de ROS [6]. Posteriormente, se
observé como las proteinas antioxidantes PRDX1 y PRDX3, asi como el factor
nuclear-eritroide 2 (Nrf2), aumentaban su expresion en las células tratadas con
el extracto polifendlico con respecto a las células sin tratar. Por otro lado, la
gPCR revel6 que NFKB disminuia su expresion génica en estas células, asi
como la proteina BCL2 aumentaba los niveles con respecto a las células control.
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Conclusiones: Los polifenoles presentes en Cannabis

sativa tienen un gran potencial antioxidante y neuroprotector ya que produjeron
efectos citoprotectores en ambas lineas celulares modulando la respuesta frente
al estrés oxidativo.
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