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1. Resumen del proyecto

Las aciletanolamidas oleoiletanolamida y palmitoiletanolamida son compuestos lipidicos
con propiedades neuroprotectoras en modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, su rol como neuroprotectores en el dafio cerebral
derivado de hipoxia aguda sigue aun por determinar. En este proyecto se evaltan los
roles de estos lipidos en: a) modelos animales de infarto por hipoxia-isquemia, esto es,
hipoxia aguda derivada del pinzamiento de la arteria cardétida seguida de estrés
hipéxico, y b) un modelo de hipoxia perinatal que se asemeja a la paralisis cerebral
producida por un parto distocico en humanos. Los estudios evallan los efectos del
pretratamiento y postratamiento con aciletanolamidas en los resultados a nivel
conductual y fisioldgico en sujetos experimentales que sufren alguno de los dos
modelos de hipoxia. Los estudios se realizan en ratas y ratones normales, y también en
animales genéticamente modificados deficientes en los receptores para la
aciletanolamida, basicamente PPAR-alfa y TRPV1. Adicionalmente, el consorcio evallia
la eficacia farmacoldgica de los analogos de aciletanolamidas. Para ello, se emplean
derivados sulfamoil, patentados por el consorcio, que muestran actividad
neuroprotectora. El objetivo final del proyecto es entender el rol de estos lipidos en la
hipoxia del cerebro y aprovechar sus funciones protectoras para el desarrollo de
terapias eficientes que puedan atenuar el impacto de la hipoxia en la funcién cerebral,

tanto en adultos como en recién nacidos.

Los objetivos especificos del proyecto son:

1. Evaluar los roles de la oleoiletanolamida (OEA) y la palmitoiletanolamida
(PEA) en modelos animales (rata y raton) de infarto por hipoxia-isquemia
perinatal, esto es, hipoxia aguda derivada del pinzamiento de la arteria carétida
seguida de estrés hipdxico. Los estudios evaluaran los efectos del pretratamiento y
postratamiento con estas aciletanolamidas en los sujetos experimentales a nivel
conductual y fisioldgico.

2. Evaluar las funciones de OEA y PEA en modelos de hipoxia perinatal en
rata, que se asemejan a la paralisis cerebral producida por un parto distocico
en los seres humanos. Los estudios evaluaran los efectos del pretratamiento y
postratamiento con acitelanolamidas en los sujetos experimentales a nivel conductual y

fisioldgico.



3. Evaluar las dianas farmacoldgicas OEA y PEA por sus efectos en el
infarto por hipoxia-isquemia perinatal. Este problema se solucionara estudiando
los efectos de estas aciletanolamidas en animales modificados genéticamente que
carecen de los receptores para las aciletanolamidas, incluyendo PPAR-alfa, TRPV1 y
CB1, asi como la enzima FAAH, que cataliza la degradacion de OEA/PEA.

4, Evaluar la eficacia farmacologica de las aciletanolamidas y sus analogos,
principalmente el neuroprotector octadecilpropil sulfamida, un sulfamoil derivado de

OEA con potentes propiedades agonistas PPAR-alfa.

El objetivo final del proyecto es generar evidencia cientifica sobre el papel de estos
lipidos importantes en la hipoxia cerebral y definir su papel protector para el desarrollo
de terapias eficaces que puedan atenuar el tremendo impacto de la hipoxia sobre la

funcion cerebral, tanto en adultos como en recién nacidos.

2. Resultados

o La palmitoiletanolamida (PEA) es un neuroprotector en modelos de
hipoxia-isquemia neonatal en rata. Los déficits en la memoria de reconocimiento y
referencia espacial derivados de la hipoxia-isquemia neonatal fueron prevenidos
mediante el tratamiento con 10 mg/kg de PEA administrada una hora después de la
lesidn. Este tratamiento también revertia los cambios patoldgicos en el cerebro
asociados a la lesion.

o La eficacia neuroprotectora de oleoiletanolamida (OEA) ha sido verificada
en modelos murinos de hipoxia-isquemia perinatal. Las deficiencias motoras,
como hiperreflexia e hiperlocomocién, observadas tras una lesién por hipoxia-isquemia
se redujeron mediante el tratamiento con 5 mg/kg de OEA administrada 30 minutos
antes del procedimiento. Esta dosis también redujo el volumen del infarto en el
hipocampo y en el cértex motor.

. Se ha estudiado la expresion del sistema PPARalfa-NAPE-PLD en cerebros
que han sufrido asfixia. En un modelo de asfixia perinatal en rata, los datos sefialan
la existencia de un claro efecto de la hipoxia en la expresion del sistema PPARalfa-
NAPE-PLD-FAAH, fundamentalmente en el hipocampo, asociado con alteraciones
comportamentales. Sin embargo, ni la administraciéon de PEA ni de OA revirtieron el

dafio de forma completa.



o Una nueva nanoemulsion, patentada y publicada (Nanomedicine),
permite la administracion de OEA por via oral. La OEA es un mediador lipidico que
actua como factor de saciedad. El principal factor limitante para su administracién es
su baja solubilidad en agua. Hemos disefado y caracterizado nuevas nanoemulsiones
como sistema de administracion para compuestos hidrofébicos como la OEA. Los
componentes y métodos de preparaciéon de la nanoemulsién fueron seleccionados para
lograr las propiedades finales deseadas. A continuacién se evaluaron las propiedades in
vivo de las nanoemulsiones como sistemas de transporte de farmacos ensayando los
efectos anoréxicos de la OEA en ratas tras su administracién, tanto intragdstrica como
intraperitoneal. La toxicidad in vivo de las nanoemulsiones fue evaluada después de 3
semanas de tratamiento. Las nanoemulsiones demostraron ser estables, no téxicas y
sin efectos en el comportamiento de ingesta alimentaria cuando fueron administradas
sin la OEA. Los efectos de la OEA fueron observables después de su administracién oral
y parenteral con las nanoemulsiones a ratas tras 24 h de ayuno, encontrandose una
mayor eficacia respecto al vehiculo que contenia Tween 20 después de su
administracion oral. Estos resultados respaldan la eficacia de estas nanoemulsiones en
el transporte de farmacos bioactivos muy hidrofébicos.

o Se ha llevado a cabo una caracterizacion completa de la octadecil-
propilsulfamida, confirmando sus caracteristicas como agonista PPAR-alfa.
Nuestros resultados sugieren que la actividad de la OEA en el receptor PPAR-alfa (por
ejemplo, en el metabolismo lipidico y en el comportamiento alimentario) puede ser
disociada de otras acciones en dianas alternativas (por ejemplo, en dolor) porque otros
ligandos no cannabimiméticos que interaccionan con el PPAR-alfa, como el CC7, no
reproducen el abanico completo actividades farmacoldgicas de la OEA. Estos resultados
proporcionan nuevas oportunidades para el desarrollo de farmacos especificos
activadores del PPAR-alfa centrados en derivados sulfamidas con cadenas alquilo largas
para el tratamiento de desérdenes metabdlicos.

. La octadecilpropil sulfamida revierte los déficits de memoria inducidos
por la hipoxia-isquemia (HI) en ratones. Se observaron lesiones cerebrales
inducidas por HI en el hipocampo y en el cértex ipsilaterales de ratones tratados con
vehiculo y con sulfamida. Sin embargo, el tratamiento con sulfamida mostré una
tendencia a disminuir la dimension del infarto. Asimismo, la sulfamida revirtio
significativamente los déficits de memoria observados en el test de reconocimiento de
objetos 7 dias después de la HI. No se observaron efectos significativos entre grupos

en los otros tests comportamentales. Estos datos revelan, por primera vez, las



propiedades neuroprotectoras de la octadecilpropil sulfamida, y sugieren que el
postratamiento con este compuesto después de la lesion por HI puede ser beneficioso
en la prevencion de alteraciones cognitivas concomitantes.

o Se ha demostrado un mecanismo molecular crucial implicado en el papel
neuroprotector de los receptores cannabinoides CB2 (CB2R) después de
hipoxia-isquemia (HI). Se ha estudiado la implicacién de los CB2R en el sustrato
comportamental y bioquimico del dafio cerebral inducido por HI en el ratén adulto. Se
observd dafo cerebral ipsilateral inducido por HI por ligadura de la cardtida en ratones
wild type control (WT) en areas hipocampales y en las cortezas sensoriales,
entorrinales y piriformes. En los ratones knockout (KO) deficientes en CB2R se aprecid
un mayor dafio cerebral. Se observaron déficits comportamentales en el test de Irwin
en ambos genotipos. Sin embargo, mientras que los ratones WT mostraron una
recuperacion parcial hacia el dia 7, los animales KO no lo hicieron. Solo los ratones KO
mostraron alteraciones en aprendizaje motor, coordinaciéon y equilibrio, y no se
recuperaron con el tiempo. También se observaron déficits profundos de memoria en el
test de reconocimiento de objetos 72 h después de inducir la HI en ratones KO y WT
sin que se viera recuperacion en ningun genotipo, lo cual sugiere que hay un efecto
techo en esta funcién. Asimismo, tanto los ratones KO como los WT mostraron una
expresion amplia de la microglia en las areas lesionadas y alrededor de la zona de
penumbra en las areas lesionadas y en las no lesionadas. Sin embargo, en ratones KO
la expresion de la microglia en zonas no lesionadas fue mas extensa. Se observé la
expresion de TIM-3 en ratones WT en areas lesionadas asociadas con la microglia
activada y en areas no lesionadas, como el estriado y el cortex motor. En ratones KO,
la expresion de TIM-3 aumentd en areas lesionadas y se extendid a otras no
lesionadas, como el talamo, el septo lateral y el tubérculo olfatorio. Nuestros
resultados indican que los receptores CB2 pueden tener un papel neuroprotector crucial
después de la induccién de HI a través de la modulacion de la proteina inflamatoria
TIM-3 en microglia.

o Los receptores cannabinoides CB1 (CB1R) estan implicados
especificamente en neuroproteccion de la memoria de reconocimiento tras
lesiones cerebrales inducidas por hipoxia-isquemia (HI). Los ratones CB1R
knockout (KO) y sus controles (WT) fueron sometidos a la ligadura permanente de la
arteria cardtida comun izquierda y a hipoxia. Se observaron lesiones inducidas por la
HI en ambos genotipos en hipocampo y cortex ipsilaterales, sin que hubiera diferencias

significativas entre ambos genotipos. En los estudios comportamentales, los ratones



WT y KO mostraron déficits de memoria en el test de reconocimiento de objetos 72 h
después de la HI. Sin embargo, los ratones WT recuperaron esas funciones 7 dias
después de la induccién de la HI, mientras que los ratones KO no lo hicieron. Se
observaron déficits en el aprendizaje funcional y motor en ambos genotipos después de
24 h, pero se recuperaron 7 dias después de la HI. Estos resultados sugieren que los
CB1R podrian modular de forma especifica los déficits de memoria dependiente del

hipocampo asociados con el dafio cerebral tras la induccién de HI.

3. Relevancia y posible impacto

o La PEA es neuroprotectora en un modelo de hipoxia-isquemia neonatal en rata,
reduciendo los déficits de memoria y los cambios patoldgicos en el cerebro asociados
con la lesion. En el modelo de hipoxia-isquemia perinatal en ratén, la OEA podria tener
efectos neuroprotectores. La PEA se comercializa en la actualidad para tratar el dolor
neuropatico y estos resultados podrian facilitar su implementacién en la clinica.

o En el modelo de hipoxia-isquemia perinatal en rata, los datos revelan la
existencia de un efecto claro de la lesidén inducida por hipoxia en la expresién del
sistema PPARalfa-NAPE-PLD-FAAH, principalmente en el hipocampo, asociado con
alteraciones comportamentales. Sin embargo, ni la administracién de PEA ni la de OEA
revirtieron completamente el dafio observado.

. Los analogos de OEA-PEA recientemente desarrollados y caracterizados son
dianas terapéuticas prometedoras para el dafio cerebral inducido por isquemia.

o En el modelo de hipoxia-isquemia en el adulto, los agonistas CB1 y la
octadecilpropil sulfamida son potenciales candidatos terapéuticos para proporcionar
neuroproteccion de los déficits de memoria asociados al dafio cerebral después de la
HI.

o El papel neuroprotector de los CB2R se ha asociado con un mayor resultado
funcional y menores déficits en aprendizaje motor, coordinacién y equilibrio tras la
induccién de HI. Una terapia combinada con agonistas CB2R y antagonistas TIM-3
podria proporcionar nuevas dianas para disminuir la inflamacién durante la HI y para la

reduccién de déficits funcionales y motores relacionados.
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