FUNDACION H. A.

BARCELO

FACULTAD DE MEDICINA



TITULO: EFECTO NEUROPROTECTOR DE LOS BLOQUEANTES DEL RECEPTOR
TIPO 1 DE ANGIOTENSINA 1l (AT1) Y DE LOS INHIBIDORES DE LA ENZIMA
CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA II.

DIRECTOR: Dr. Capani, Francisco

INVESTIGADORES COLABORADORES: Dr. Perez Lloret, Santiago y Dr. Udovin,
Lucas Daniel.

SEDE-LUGAR: Instituto de Investigaciones cardioldgicas (ININCA-UBA-
CONICET)

PERIODO: 05/2017 a 05/2020

CONTACTO DEL AUTOR: lucas2304@hotmail.com, splloret@gmail.com,
franciscocapani@hotmail.com



mailto:lucas2304@hotmail.com
mailto:splloret@gmail.com
mailto:franciscocapani@hotmail.com

R £ T U T 4 1= o 4
Il.  Introduccion:
a. Planteamiento del Problema (pregunta problema)
Y SU coNteXtualizacion ........ccciveeeiiiiinniiiiineniiiiiieniinenenneee 5
b. Justificacion y Relevancia .........cccceiiiiieneiiiiiinniininnniine, 7
c. Objetivos: General y ESPecCifiCo......cccceiiiiieniiiiinnniiiiinnniiniienieen. 7
d. Marco conceptual .....cccceueiiiiiinniiiiinniiiiieeii s sassssssennaes 8

lll. Metodologia
Estudios en lineas celulares

. Tip0 de eStUIO ..ccurenreeireereeiteerierierenereeeereeresernseresereserenssenssensssnsesnns 10
[T |V [ T=T A PN 10
C. AMDItO @ EStUIO. .eeicueiieeeereeeireieteeereseeeesseeesseeesseesssesessessssessseesssesns 10
d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos .....cc.cccceeereeerereencerennennn. 10
e. Procesamiento y Analisis de la informacion...........cccceeceiirieeiciiniennccnnnen. 11
Estudios en seres humanos
= T o Lo 3o [0 =T A T [T Ty PPN 11
D. IMUESEIA ....eeecreecieeeccreieereeeerenereanerrnsserenseerenseseassesensessnssesensessensesnannans 12
C. AMDItO de @StUIO....cccviiiiereriiieicitecre e ssressse e saeessesessessssesssesssesans 12
d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos .....cc.cceeeuereeecreenccrennennes 12
e. Procesamiento y Andlisis de la informacion .........cceeeeereecrveeccreencreennnnnes 13
IV. Resultados
a. Estudios en lineas celulares .......cccoerveeireeiiieniiiinniiieeirineierenenereneceeenneeens 14
b. Estudios en seres hUmanos ........cccceeeveenereenierennerrencrnencerennerenseesensessannens 15
V.  Discusion Y CONCIUSION .....ccucereenirienireenirteenereeniereaseseensesrassesensessnssessnsesssnsessnnnens 17
VI, Bibliografia...ccccceeiieeeiieniiieeiiienciteeneerenertnsnerenseereascsresscssaseesessessnssessnsesssnsessnnnens 19



l. Resumen

Diversos estudios en modelos experimentales de Enfermedad de Parkinson (EP) han mostrado que
algunos bloqueantes de los receptores AT1 de Angiontesina Il y los inhibidores de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (IECA) pudieron prevenir el dafio neuronal causado por
neurotoxinas dopaminérgicas. El objetivo general de este proyecto de medicina traslacional fue
estudiar el potencial efecto neuroprotector de los bloqueantes AT1 y de los IECA. Los objetivos
especificos fueron: 1) Investigar el efecto de los bloqueantes AT1 sobre la funcionalidad y
supervivencia de células dopaminérgicas en cultivo luego de la aplicacidon de una neurotoxinay 2)
Estudiar las diferencias en la progresién clinica de la EP en una base de datos de pacientes
parkinsonianos que recibian o antagonistas AT1 o IECA. Para el primer objetivo se trabajé con una
linea celular de neuroblastoma humano con perfil dopaminérgico (SH-SY5Y) que se sometieron a
dafio con la neurotoxina dopaminérgica 6-hidroxidopamina (6-OHDA) a fin de obtener un fenotipo
parkinsoniano. Se cultivaron en placas multiwell de 96 celdas células SHSY5Y obtenidas del
biobanco del Instituto ININCA-UBA-CONICET. Los cultivos se incubaron en una primera instancia
con control o dosis crecientes de 60HDA. Al cabo de 24 hs se evalud la viabilidad celular mediante
la prueba del MTT. En una segunda instancia los cultivos tratados con 60HDA o solucién salina
fueron preincubados con solucién salina o dosis crecientes de Ang Il y se determiné la viabilidad
celular por el mismo método. Finalmente, en cultivos tratados con 60HDA y ang ll, se pre-
administré Losartdn en dosis crecientes. Para el estudio clinico se tomaron 423 pacientes con
Parkinson de reciente comienzo y sin tratamiento antiparkinsoniano de la base de datos del
estudio Parkinson’s Progress Marker Initiative (PPMI). Se investigd, en primer lugar, por medio de
un estudio de casos y controles, la proporcidén de pacientes expuestos a IECA hidrofilicos o
lipofilicos, o antagonistas del AT1, entre aquellos que habian recibido L-DOPA para el parkinson
durante el primero afio de seguimiento (casos) o no lo habia recibido (controles). El requerimiento
de L-DOPA durante el primer afio de seguimiento es un marcador de progresiéon de la enfermedad.
La progresion de la enfermedad, esta vez evaluada mediante el puntaje MDS-UPDRS II+llI
registrado durante los primeros 4 aifos del seguimiento, se comparé en pacientes que recibian o
no los medicamentos antes citados. En los estudios en cultivos celulares se establecié que la dosis
letal (DL50) de la 60HDA, es decir aquella que reducia la viabilidad de los cultivos en un 50%, era
de 150 microM. Ademas se observé que la Ang Il reducia la viabilidad celular en los cultivos
tratados con 60HDA o no. La dosis de Ang Il que redujo a un 50% la viabilidad de los cultivos pre-
tratados con 6-OHDA fue de entre 25 y 100 nanoM, estableciéndose la DL50 en 50 nanoM.
Finalmente, el pretratamiento con Losartan en dosis de 1, 2, 5y 10 microM incremento
significativamente la viabilidad celular luego del tratamiento con 60HDA + Ang Il. En el estudio
clinico no se observaron asociaciones significativas entre la exposicién a los I-ECA o bloqueantes
AT1y la necesidad recibir tratamiento con L-DOPA durante el primer afio de seguimiento. Sin
embargo, se observd una asociacion significativa entre la puntuacion MDS-UPDRS Il + Il y la
exposicidn a los antagonistas AT1 (OR ajustado: 0,88; intervalo de confianza del 95% IC: 0,79-0,98;
p = 0,03). Tomados en su conjunto los resultados de estos estudios en cultivos celulares y en
pacientes con Parkinson sugieren que los bloqueantes AT1 podrian ser efectivos para el
tratamiento de la Enfermedad de Parkinson.



. Introduccion:
a. Planteamiento del Problema (pregunta problema) y su contextualizacion

La Enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente después de la enfermedad de Alzheimer [1]. Se estima que afecta entre 2-10 cada
100.000 personas de todas las edades, llegando hasta el 1-2% en mayores de 65 afos [2-4].
Segun datos del INDEC esto representa entre 40 y 80 mil personas. Se estima que este valor
se duplicara para el 2050. Desde su descripcion en 1817 mucho se ha avanzado en
conocimiento de su epidemiologia. La EP se caracteriza por presentar sintomas motores y
no motores [5]. Entre los primeros destacan la rigidez, bradicinesia y temblor de reposo.
También se observa hiposmia, trastornos cognitivos, sintomas psiquiatricos, trastornos del
suefo, constipacién, disfuncién autondmica, dolor y fatiga, entre otros sintomas no
motores. Todos estos sintomas tienen su origen principal en la neurodegeneracién de las
neuronas dopaminérgicas en la Substancia Nigra y de otros grupos neuronales centrales o
periféricos. El evento fisiopatoldgico mas relevante en la enfermedad es la muerte neuronal
que afecta a estructuras cerebrales particulares [6]. Se ha postulado que el proceso
neurodegenerativo comienza en el tronco encefdlico para luego propagarse en sentido
ascendente hasta alcanzar los ganglios de la base vy, finalmente, las cortezas cerebrales
motoras, sensoriales y asociativas [7]. Cuando la deplecion de las células dopaminérgicas
de la Substantia Nigra pars compacta (SNpc) alcanza el 80%, se producen los sintomas
motores anteriormente comentados [5]. Si bien se postulan varias hipdtesis en relaciéon a
su patogenia inicial y posterior progresién no se han podido traducir en un tratamiento
modificador del curso evolutivo de la enfermedad.

Desde la descripcion de la enfermedad de Parkinson (EP) en 1817 [8], se han producido
numerosos avances con relacién a la fisiopatogenia, descripcién de subtipos clinicos,
presencia de sintomas no motores, métodos diagndsticos, tratamiento de su morbilidad
asociada, tratamiento no farmacolégico y prondstico de la enfermedad [5]. Sin embargo,
no se cuenta con un tratamiento que impida o enlentezca su avance [9]. Esto se debe
principalmente a que si bien se han descripto diversos mecanismos patogénicos
involucrados (inflamacién, disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo [5, 7, 10] no se
conoce fehacientemente el mecanismo que desencadena o perpetla la inexorable muerte
de las neuronas dopaminérgicas. Considerando que la EP es la segunda enfermedad
neuroldgica en frecuencia en pacientes gerontoldgicos, que su prevalencia aumenta con la
edad [11] y el envejecimiento poblacional que se estad produciendo y proyectando a nivel
mundial [12-14] el desarrollo de un adecuado tratamiento de la EP resulta de maxima
importancia. Como se ha mencionado, los inhibidores de la ECA (I-ECA) y los bloqueantes
del receptor AT1 han mostrado efectos neuroprotectores en modelos animales de EP, no
habiendo evidencia en el ser humano.



Diversos estudios sugieren un rol fundamental del Sistema Renina Angiotensina (SRA) local
en el funcionamiento y supervivencia de las células dopaminérgicas de la SNpc [15]. A nivel
funcional, se ha establecido la presencia de un ciclo de retroalimentacién entre la
Angiotensina Il (Angll) y la dopamina [16-21]. Por un lado, la Angll estimula el tono
dopaminérgico mediante los receptores de Ang Il tipo 1 (AT1) y lo inhibe mediante los AT2.
A su vez, la dopamina estimula la produccién de Angll mediante receptores D1y la inhibe
mediante los D2. Se ha demostrado ademas que los pacientes con EP presentan una
traslocacidn de los receptores de Angll hacia la membrana nuclear, donde interaccionan
con enzimas productores de radicales libres [21, 22]. Diversos estudios en modelos animales
de EP han sugerido que el bloqueo de los receptores AT1 y la inhibicién de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA), podrian tener propiedades neuroprotectoras ya que
fueron asociados con menor estrés oxidativo y mayor sobrevida de las neuronas
dopaminérgicas [15, 21]. En estos estudios, farmacos con efecto inhibidor de la ECA como
el captopril y perindopril y antagonistas del receptor AT1 como el losartan, candesartany
telmisartan, pudieron prevenir el dafio neuronal causado por neurotoxinas dopaminérgicas
como el MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) o la rotenona en ratones, ratas o
cultivos de células dopaminérgicas murinas [15, 21].

En relacién a su potencial utilidad clinica en humanos, los escasos trabajos reportados que
han abordado este interrogante arrojaron resultados contradictorios [21]. En una prueba
de concepto realizada en 6 pacientes con EP moderada/severa, el uso de perindopril (I-ECA)
se asociod a una mejoria terapéutica al ya instalado tratamiento con Levodopa [23]. En un
estudio de cohorte realizado en Taiwan, se objetivd un efecto neuroprotector para el
desarrollo de EP a largo plazo para aquellos pacientes tratados en forma sostenida con dosis
altas de I-ECA o bloqueantes del receptor AT1 [24]. En cambio, el subandlisis de un estudio
dinamarqués con muestreo aleatorio (disefado con el objeto de estudiar el rol de los
blogueantes calcicos en la EP) no evidencid una asociacion en los pacientes tratados con |-
ECA o bloqueantes del receptor AT1 y el riesgo de desarrollar EP [25]. Hallazgos similares
fueron reportados recientemente en Alemania en el estudio de asociacién entre el uso de
antihipertensivos (incluyendo I-ECA e inhibidores de AT1) y la incidencia de EP [26]. Es por
ello que resulta de fundamental importancia que antes de comenzar con estudios clinicos
en seres humanos tener datos preliminares mas sélidos sobre la potencial eficacia de los
bloqueantes del receptor AT1 e inhibidores de la ECA sobre la progresion clinica de la EP y
sobre su posible mecanismo neuroprotector. Al mismo tiempo, los mecanismos
intracelulares neuronales desencadenados por la activacién del AT1 son mayoritariamente
desconocidos en células de origen humano, ya que los estudios en cultivos neuronales
corresponden a cultivos celulares de origen murino no humano.



b. Justificacion y Relevancia

Como se menciond la EP afecta al 2% de los adultos mayores. Considerando el
envejecimiento de la poblacién, muchos expertos alertan sobre la posibilidad de que esta
enfermedad se vuelva un problema de salud publica hacia el 2050.

El tratamiento de la EP es en la actualidad puramente sintomatico [27]. El mismo consiste
en la estimulacién del tono dopaminérgico mediante la administracién de levodopa, que es
el precursor de la dopamina, de agonistas dopaminérgicos, que estimulan los receptores
pre y post-sindpticos, o de farmacos bloqueantes de las enzimas MAO-b y COMT, que
degradan la dopamina. En casos avanzados se pueden utilizar técnicas neuroquirurgicas
consistentes en la lesidon o estimulacion eléctrica continua del nucleo subtaldmico o del
Globo Palido [27]. Sin embargo, todos estos farmacos presenten efectos adversos, y tiene
poca o ninguna eficacia para muchos de los sintomas no motores. Por otro lado, los costos
directos e indirectos de la EP podrian ascender en nuestro pais a mas de 500 millones de
ddlares [28]. Todo esto podria ser evitado si se contara con la posibilidad de prevenir la
muerte neuronal o, cuando menos, ralentizar el proceso neurodegenerativo.

La identificacidon de agentes “neuroprotectores” es, por tanto, la asignatura pendiente de
mayor importancia en el tratamiento de la EP. La busqueda de dichos agentes llevada a
cabo durante los ultimos 10 afios ha resultado infructuosa. Es por eso que se requiere mas
investigacion basica para caracterizar agentes neuroprotectores que puedan demostrar ser
eficaces y seguros para su administracion en pacientes. El SRA participa en la regulacion de
la actividad y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas. Por ello, los agentes
moduladores del SRA podrian ser utilizados como farmacos neuroprotectores en la EP. Para
ello se realizaran estudios en cultivos de neuronas con perfil dopaminérgico de estirpe
humano y en pacientes. Los resultados de estos estudios serdan complementarios y son
indispensables para la planificacion de ulteriores estudios clinicos para demostrar su efecto
neuroprotector.

c. Objetivos: General y Especifico

Objetivo General

El objetivo general de este proyecto es explorar los potenciales mecanismos intracelulares
neuroprotectivos de los bloqueantes AT1 en una linea celular de neuronas con perfil
dopaminérgico de estirpe humano y explorar los potenciales correlatos clinicos de dicho
efecto utilizando la base de datos del estudio de seguimiento longitudinal Parkinson’s
Progress Marker Initiative (PPMI) de pacientes con EP de reciente diagndstico.



Objetivos especificos

e Investigar el efecto de los bloqueantes del receptor tipo 1 de Angiontensina Il
(AT1) sobre la funcionalidad y supervivencia de células dopaminérgicas en cultivo
luego de la aplicacidn de una neurotoxina.

e Estudiar las diferencias en la progresion clinica de la EP en una base de datos de
pacientes parkinsonianos que recibian o antagonistas AT1 o bloqueantes ECA.

d. Marco conceptual

Se ha observado un grado significativo de interaccién entre la dopamina y la Angll en los
ganglios de la base. Por ejemplo, la infusiéon de Angll en preparados in vitro de cortes del
nucleo estriado provocd un incremento en la exocitosis de dopamina [16], efecto que pudo
ser bloqueado por losartan, un antagonista AT1 [29]. Por otro lado, resultados recientes
sugieren que la aplicacion de un agonista selectivo del receptor AT2 tiene efectos contrarios
[30]. Finalmente, la inhibicidn de la ECA produce un incremento de la sintesis y liberacién
de dopamina en ratas [20].

Por su parte, la dopamina también modula la sintesis y liberacidon de Angll. Por ejemplo, la
deplecion de dopamina produjo up-regulation de los receptores AT1y AT2, que cedié luego
de normalizar el tono dopaminérgico [31]. Mds aun, ratones knock-out de receptores D1
mostraron un incremento de AT1, mientras que los KO de receptores D2 mostraron una
reduccion en el nivel de AT2 [32].

Por otro lado, los estudios en lineas celulares y en modelos animales de EP sugieren un
efecto neuroprotector de los bloqueantes de la ECA y de los bloqueantes de los receptores
AT1. Por ejemplo, los efectos del losartan fueron estudiados en el modelo de cultivo celular
de neuronas dopaminérgicas mesenquimales, obtenidos de embriones de rata Sprague-
Dawley [33]. Una vez adquirido el fenotipo dopaminérgico, las células del cultivo fueron
tratadas con 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), que es el metabolito activo de la
neurotoxina MPTP, que afecta selectivamente a las neuronas dopaminérgicas. El
tratamiento resultd en la muerte de entre el 95-98% de las neuronas del cultivo. La
administracion de Angll previa al MPP+ redujo la muerte neuronal. Mas aln, la
administracion del bloqueante AT1 losartan magnificé el efecto de la Angll, mientras que el
PD123319, un antagonista AT2, bloqued el efecto de esta substancia. Esto sugiere que los
efectos neuroprotectores de la Angll son mediados por el receptor AT2, al menos
parcialmente. En una linea celular murina (CATH.a) se observd que la administracion de
CGP42112 (agonista de AT2) atenua el estrés oxidativo inducido por la rotenona a través de
la activacion de AT2 y la supresidn de la expresion de la NADPH oxidasa [10]. Otros estudios
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en cultivos celulares similares han mostrado que la muerte celular es acompanada por una
activacion de la microglia y por la produccién de radicales libres por la enzima NADPH-
oxidasa [34]. El receptor AT1 produciria la activaciéon de esta enzima, a través de la
estimulacion de la enzima PKC.

La evidencia clinica sobre la utilidad de los farmacos moduladores del SRA para el
tratamiento de la EP es escasa, contrastando con la abundante bibliografia en modelos
animales y cultivos celulares animales. Sin embargo, algunos estudios sugieren que las
alteraciones del SRA son claves para el desarrollo de la EP. Por ejemplo, estudios de
radiomarcacidn post-mortem en cerebros de pacientes EP y controles han mostrado una
reduccion de entre el 60 y 90% de la cantidad de receptores de membrana AT1 y AT2 en los
ganglios de la base de los pacientes con EP [35]. Sin embargo, estudios posteriores
utilizando métodos similares precisaron que esto se acompafa de un incremento del
receptor AT1 nuclear, el cual pareceria relacionarse con la NAPDH-oxidasa [22].

El efecto clinico del perindopril, un bloqueante ECA, fue estudiado en un estudio piloto,
doble ciego, cruzado en 7 pacientes con EP [23]. Los pacientes padecian una enfermedad
de severidad leve a moderada y todos estaban medicados con levodopa y otros
antiparkinsonianos. Los pacientes recibieron 2 mg diarios de perindopril por 1 semana o
placebo, siendo la secuencia aleatoria. Al principio y al final de cada periodo se realizé una
prueba aguda de levodopa. La misma consiste en registrar el efecto clinico tras la
administracién de levodopa/carbidopa 200mg/50mg. En el periodo en que los pacientes
recibieron perindopril, el efecto antiparkinsoniano de la levodopa fue mayor y la latencia
hasta la aparicién de los primeros fue menor. Un paciente se vio obligado a discontinuar el
estudio porque experimentd nausea y malestar con perindopril. Estos resultados son
compatibles con los resultados en animales y cultivos celulares que muestran un
incremento del tono dopaminérgico con inhibidores de la ECA, no relacionado con la
neuroproteccién.

Por el contrario, como ya hemos mencionada anteriormente no hay hasta el momento
estudios clinicos sobre el potencial efecto neuroprotector de los farmacos modulares del
SRA. Sin embargo, un estudio de cohorte reciente mostré que los pacientes hipertensos
tratados con altas dosis de inhibidores de la ECA o bloqueantes del AT1, presentaban menor
riesgo de desarrollar EP durante su vida [24]. En este estudio se analizaron datos de 65 mil
pacientes hipertensos libres de enfermedades neuroldgicas al inicio del seguimiento,
identificados mediante la base de datos del sistema médico nacional de Taiwan. Los
pacientes fueron seguidos por una media de 4,6 afos. Los resultados mostraron que
aquellos pacientes que recibian dosis elevadas de estos farmacos (en el quintil mas elevado)
presentan una reduccion significativa del riesgo de EP del 48%. Estos resultados son



promisorios, pero no han sido replicados. En particular, no se sabe si la administraciéon de
estos medicamentos podria reducir la velocidad de progresion de la EP.

Il. Metodologia

Estudios en lineas celulares

a. Tipo de estudio (primer estudio)

Estudio de investigacion basica

b. Muestra

Se trabajard con una linea celular de neuroblastoma humano con perfil dopaminérgico
(SH-SY5Y) que se someteran a dafio con una neurotoxina llamada 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) a fin de obtener un fenotipo parkinsoniano [36, 37]. Estas células se utilizan
habitualmente para estudiar los mecanismos de la neurodegeneracion en Parkinson y los
efectos de drogas con potencial efecto neuroprotector, ya que manifiestan un perfil

dopaminérgico en circunstancias experimentales.

c. Ambito de estudio

Laboratorios del ININCA

d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos

Se resumen a continuacion los procedimientos experimentales.

Determinacidon de la dosis letal 50 (DL50) de 60HDA: Se cultivaron en placas

multiwell de 96 celdas células SHSY5Y obtenidas del biobanco del Instituto ININCA-
UBA-CONICET. Los cultivos fueron mantenidos en medio Dulbecco's Modified
Essential Medium (DMEM) and Ham's F-12 (DMEM-F12) con suero fetal bovino al
10% vy 100 U/mL de penicilinay 100 pgrs/mL de streptomicina, en un ambiente a 372
con 5% de CO2 durante 24 hs para permitir su adherencia. Los cultivos se incubaran
con (1) vehiculo (control) siendo el mismo PBS o dosis crecientes de (2) 60HDA
(Sigma) 25, 50, 100, 150, 200 y 300 uM por espacio de 24 horas. Se utilizaron 3
celdas por cada dosis ensayada y los experimentos se realizaron por triplicado. Al
cabo de ese tiempo, se evalud la viabilidad celular mediante la prueba del MTT. Para
ello se adiciond al medio de cultivo de cada celda 10 microlitros de MTT (solucién
de 5 mg/mL) en un volumen final de 100 microlitros, y se dejo actuar por espacio de
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4 horas. Pasado ese tiempo, se eliminé el sobrenadante y se adicionaron 200
microlitros de dimetilsuféxido (DMSO). Se utilizé un espectrofotdmetro para
cuantificar los resultados, que es una medida indirecta de la masa celular viable.

e Determinacién de dosis letal 50 (DL50) de Ang II: los cultivos seran incubados con
(1) vehiculo o dosis crecientes de (2) Angll (1, 5, 10, 25, 50, 100 nM) [38] las cuales
seran administradas 30 minutos antes de la neurotoxina o su vehiculo. Luego de 24

horas de administrada la toxina o el vehiculo, se determind la viabilidad celular por
MTT.

e Efectodellosartan (antagonista AT1) con determinacién de dosis de maximo efecto:
los cultivos recibirdn por un lado DL50 Ang Il, por el otro DL50 de 60HDA o (1)
vehiculo sin el agregado y con el agregado de dosis crecientes de (2) losartan (un

antagonista AT1) (1, 2, 5, 10 uM) [38] 30 minutos antes de la neurotoxina . Luego de
24 horas de administrada la toxina, se determiné la densidad celular por MTT.

En un segundo paso experimental los cultivos fueron incubados con vehiculo o
Angiotensina Il (1, 5, 10, 25, 50, 100 o 300 nM), las que fueron administradas 30
minutos antes de la neurotoxina o su vehiculo. Luego de 24 horas de administrada
la toxina o el vehiculo, se determind la densidad celular por MTT. Finalmente, los
cultivos fueron expuestos al losartan (un antagonista AT1) 1, 2, 5, 10 uM, 30 minutos
antes de administrar la neurotoxina.

e. Procesamiento y Andlisis de la informacidén

Se calcularon las medias y desvio estandar de los resultados de las determinaciones de la
densidad celular por MTT. Los mismos se graficaron en funcidn de las intervenciones. Se
calcularon las dosis letales 50 o dosis efectivas 50, como las dosis de las diferentes
sustancias investigadas que incrementaban o reducian la densidad celular en un 50% de lo
observado en el grupo control.

Estudios en seres humanos

a. Tipo de estudio

Para este estudio se utilizd la base de datos del estudio “Parkinson’s Progress Marker
Initiative” (PPMI) [39]. El mismo consiste en un estudio prospectivo en el que se incluyeron
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400 pacientes con Parkinson de reciente diagndstico, que no recibian al momento de la
inclusién ningun tratamiento para la enfermedad, y 200 controles sanos pareados por edad
y sexo (que no fueron utilizados para nuestros estudios).

El estudio se condujo en 21 centros especializados en la atencidon de pacientes con
Parkinson (16 en los Estados Unidos y 5 en Europa). Cada centro participante obtuvo la
aprobacién del Comité de Etica de la institucién previo al inicio del protocolo [39]. Todos los
pacientes firmaron consentimiento informado previo a su participacién.

Los datos del estudio son distribuidos de manera onerosa a todo aquel investigador que lo
desee, previa aprobacion del Consejo de Administracidon del estudio. Los datos se proveen
de manera anonimizada.

En esta base de datos condujimos un estudio de casos y controles y uno de cohorte
retrospectivo, como se describird mas abajo.

b. Muestra

En nuestro estudio se incluyeron 423 pacientes con EP de reciente diagnodstico, libres de
tratamiento antiparkinsoniano al momento de la inclusién, obtenidos de la base de datos
PPMI [39]. Los criterios de inclusion fueron: 1) un historial de EP de 2 afios, 2) un estadio |
o Il de Hoehn y Yahr en el momento de la inscripcidén, y 3) un déficit de la proteina
transportadora de dopamina medido por tomografia computarizada por emisién de fotdn
Unico (SPECT).

c. Ambito de estudio

Para este estudio se utilizé la base de datos del estudio “Parkinson’s Progress Marker
Initiative” (PPMI) [39].

d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos

Para el estudio de casos y controles, los casos se definieron como pacientes con EP que

requerian L-DOPA dentro del primer afio después del diagndstico, a diferencia de los
controles que no lo hicieron. La fecha indice fue la fecha de la primera prescripcién de L-
DOPA para casos o la visita mas cercana en los controles. Se determind que un paciente
estaba expuesto a algin medicamento bloqueante del AT1 (valsartan, telmisartan,
losartan, candesartan, irbesartan, olmesartan, eprosartan, azilsartan, filmasartan,
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tasosartdn) o a un I-ECA (hidréfilo: captopril, enalapril, imidapril, lisinopril, lipoprilpril,
fosilapril, lipoprilpril, fosilapril, lipoprilprilino , perindopril, quinapril, ramipril, espirapril,
temocapril, trandolapril, zofenopril), si el mismo habia sido prescripto por al menos 2 afios
al momento de la inclusidn. Se registré la dosis del medicamento recibido, la cual fue
convertida a Dosis Diarias Equivalentes (DDE) para facilitar su analisis (OMS). Se utilizaron
como variables de interés clinico al puntaje MDS-UPDRS 2+3, que evalla la severidad
clinica de la enfermedad en la condicidn inactiva practicamente definida. Se comparé la
proporcién de casos y controles expuestos a bloqueantes AT1 o I-ECA. Se calcularon los
Odds Ratios (OR) sin ajustar y ajustando para la edad y sexo de los sujetos, la severidad de
la enfermedad al momento de la inclusidn y el puntaje Elixhauser de comorbilidades.
Ademas, se realizaron analisis de sensibilidad por la duracion del tratamiento y la dosis.

Para el estudio de cohortes retrospectivo se obtuvo informacidn sobre la evolucidn clinica

de los pacientes con EP durante los primeros cinco afios de seguimiento utilizando como
variables de interés clinico al puntaje MDS-UPDRS 2+3. Se considerd que un paciente estaba
expuesto a bloqueantes AT1 o I-ECA si estaba recibiendo estos medicamentos en una y
todas las visitas anteriores y durante dos afios antes de la visita inicial. Por ejemplo, la
exposicion en la visita del primer afio significaba que un paciente habia estado tomando
estos medicamentos durante al menos 2 afios al inicio del estudio y durante todo el afio a
partir de entonces. La exposicion en la visita del afo 2 significaba que el paciente habia
estado tomando estos medicamentos durante al menos 2 afios al inicio y durante los dos
afos posteriores, y asi sucesivamente para la exposicion en los anos 3, 4 y 5. Entonces, el
estado del paciente podria cambiar de “Expuestos” a “no expuestos” durante el
seguimiento, pero no al revés.

e. Procesamiento y Andlisis de la informacion

Para el estudio de casos y controles, se emplearon las pruebas de chi-cuadrado o pruebas t

para explorar las diferencias en la exposicién al fdrmaco. Se realizé ademas un andlisis
multivariado por regresion logistica incluyendo la edad y el sexo, la severidad de la
enfermedad en el momento de la inclusién (evaluado por el puntaje MDS-UPDRS Il + IIl) y
el puntaje de comorbilidad de Elixhauser, que refleja el estado de salud general de los
pacientes. Se utilizé el valor d de Cohen para estimar el tamafio del efecto de la exposicién
a los farmacos.

Para el estudio de cohortes retrospectivo, se compard la evolucion de los sujetos expuestos

o no a I-ECA o antagonistas de AT1 durante los cinco afnos de seguimiento mediante el
método estadistico conocido como “Ecuaciones Generales de Estimacion” (GEE). El sexo y
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la edad se incluyeron como factores confundentes. Se realizaron comparaciones post-hoc
de medias marginales, calculadas por el modelo GEE, en cada punto temporal.

En ambos estudios, el nivel de significancia se establecié convencionalmente en 0.05. Para
el andlisis estadistico se utilizé el software SPSS v.23 (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.).

Iv. Resultados
a. Estudios en lineas celulares

En la Figura 1 se muestra el efecto de la administracién de la neurotoxina 60HDA sobre la
viabilidad de los cultivos de la linea celular SHSY5Y. Se establecié que la DL50, es decir
aquella que reducia la viabilidad de los cultivos en un 50%, era de 150 microM. Este valor
estd en linea con la bibliografia internacional, validando nuestras condiciones
experimentales.

150

Figura 1. Viabilidad de los
cultivos celulares de SHSY5Y
tras el agregado de la
neurotoxina 6-OHDA o su
control. * p<0.05, ** p<0.01
vs control.

100

50

%Viabilidad respecto del CTRL
(Ensayo del MTT)

0 .
@)

Concentracion de 60H-DA (uM)

Nuestros resultados muestran que la Angiotensina Il reduce la viabilidad neuronal tanto en
cultivos tratados con la neurotoxina dopaminérgica 6-hidroxidopamina como en los
controles (Figura 2). La dosis de Ang Il que redujo a un 50% la viabilidad de los cultivos pre-
tratados con 6-OHDA fue de entre 25 y 100 nanoM, estableciéndose la dosis de 50 nanoM
para los préximos experimentos.
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Como se observa en la Figura 3, el pretratamiento con Losartan en dosis de 1, 2, 5y 10
microM incrementd significativamente la viabilidad celular luego del tratamiento con
60HDA + Ang II.

,EE] 150
3]
3 :
2100 Figura 3. Efectos del Losartan
g sobre la viabilidad celular en
g cultivos celulares SHSY5Y,
E 50 luego de la aplicacién de la
= neurotoxina 6-OHDA o su
5 control. *** p<0.001 Vs
0 contro. # p<0.05 ## p<0.01

vs 60HDA (150 mcg) +Angll
(50 mcg).

Concentracion de Losartan (uM)

b. Estudios en seres humanos

Estudio de casos y controles.

De los 423 sujetos incluidos en el estudio, 103 (32,1%) iniciaron el tratamiento con L-DOPA
(casos) durante el afio 1 de seguimiento, mientras que 320 pacientes (67,9%) no lo hicieron
(controles). La mediana de tiempo para comenzar con L-DOPA fue de 6 meses (rango
intercuartilico, IQR = 5-8 meses). Los casos eran mas antiguos que los controles y tenian una
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enfermedad de inicio tardio con una gravedad de la enfermedad comparable al inicio del
estudio (Tabla 1). Al doceavo mes, 273 de los 423 pacientes (64%) estaban tomando al
menos un farmaco antiparkinsoniano, 110 (26%) pacientes estaban siendo tratados con
mas de 1 farmaco al mismo tiempo. Cinco (1%) pacientes recibieron anticolinérgicos, 34
(8%) con amantadina, 103 (24%) con L-DOPA, 119 (28%) con agonistas de la dopaminay 135
(32%) con inhibidores de la MAO-B. La dosis diaria de L-DOPA fue de 438,1 + 274,8 mg. En
esta muestra, 29 (6,9%), 12 (2,8%) y 12 (2,8%) pacientes estuvieron expuestos a I-ECA
hidrofilicos, I-ECA lipofilicos y antagonistas de AT1, respectivamente, al inicio del estudio
(Tabla 1). Los farmacos mas consumidos fueron: lisinopril para I-ECA hidrofilicos (21/29 =
72%), ramipril para I-ECA lipofilicos (5/12 = 41%) y valsartan para AT1 ants (4/12 = 33%).

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas y la exposicién a fdrmacos de interés en casos y
controles. No se observaron asociaciones significativas entre la exposicién a los I-ECA o
blogueantes AT1 y la progresién clinica de la EP, utilizando el inicio del tratamiento de L-
DOPA como marcador subrogante. Sin embargo, los casos expuestos a antagonistas de AT1
mostraron una clara tendencia a un menor riesgo de requerir L-DOPA en comparacién con
los controles (OR ajustado: 0,26; intervalo de confianza del 95% IC: 0,03-2,18, Tabla 1,
resaltado en amarillo) con un valor de Cohen d en el rango medio-alto de 0,74.

Tabla 1. Caracteristicas de los Casos y controles incluidos en el estudio.

Muestra total Controles Casos OR (IC 95%) Valor Cohen

(n=423) (n=320) (n=103) ajustado p d
Cracteristicas de los
pacientes
Hombres 277 (65%) 211 (66%) 66 (64%) - 0.73 -
Edad (afios) 61.719.7 60.619.6 65.119.4 - <0.01 -
Fdad en el momento del 61.1£9.7 60.119.6 64.5:9.3 . <001 -
del diagndstico de EP
Duracién de la EP (meses) 6.718.4 6.718.6 6.617.7 - 0.94 -
élr;tecedentes familiares de 103 (24%) 84 (26%) 19 (18%) i 0.10 i
Puntaje Elixhauser de 0.6+2.8 0.6+2.8 0.6£2.9 - 0.95 -
cormobilidades
Puntaje MDS-UPDRS II+111 34.9t14.6 34.5+14.2 36.4+15.9 - 0.32 -
Exposicion a las drogas
I-ECA hidrofilicos 29 (6.9%) 20 (6.3%) 9 (8.7%) 1.45 (0.58- 3.59) 0.38 0.21
Duracién (afios) 8.9+7.0 10.6%7.7 7.243.0  1.01(0.91-1.11) 0.22  0.01
DDEs (mg) 1.8+1.3 1.6+1.3 2412  1.25(0.82-1.91) 021  0.12
I-ECA lipofilicos 12 (2.8%) 8 (2.5%) 4(3.9%) 093(0.23-3.79) 0.46  0.04
Duracién (afios) 9.9+8.9 7.5+4.3 14.3+14.3  1.04(0.94-1.14) 0.41  0.02
DDEs (mg) 29+2.1 4.9+3.4 2.1+0.8 0.91 (0.62-1.32) 0.10 0.05
Antagonistas AT1 12 (2.8%) 10 (3.1%) 2 (1.9%) 0.26 (0.03-2.18) 0.52 0.74
Duracién (afios) 6.713.2 7.1+3.1 8.5%+3.1 0.81(0.59-1.12) 0.57 0.11
DDEs (mg) 1.5+£0.5 1.4+0.7 1.5+0.7 0.39 (0.70-2.32) 0.84 0.52

Los datos se expresan como media + desviacidn estandar (DE) (variables continuas) o frecuencia y porcentaje (variables categdricas). Las
comparaciones bivariadas se realizaron mediante una prueba t o una prueba de chi-cuadrado. El modelo ajustado incluyé: edad y sexo
de los sujetos, la severidad de la enfermedad al momento de la inclusién (puntaje MDS-UPDRS 2+3) y el puntaje Elixhauser de
comorbilidades. El valor Cohen d representa una medida estandarizada del tamafio del efecto (Cohen 1988). PD: enfelTBedad de
Parkinson; MDS-UPDRS: Escala de calificacion de la enfermedad de Parkinson unificada por la Sociedad de trastornos del movimiento;
I-ECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; DDE: Dosis Diarias Equivalentes.



Estudio de cohortes retrospectivo.

De los 423 sujetos incluidos en el estudio, 348 (83%) estaban disponibles en el afio 1, 334
(79%) en el afio 2, 320 (76%) en el afio 3 y 244 (59%) en el aiio 4. El nimero de pacientes
expuestos a I-ECA hidrofilicos al inicio del estudio y los afios 1, 2, 3 y 4 fueron 29 (7%), 28
(7%), 26 (8%), 25 (8%) y 19 (8%) respectivamente. La exposicion acumulada a I-ECA
lipofilicos fue de 12 (3%), 11 (3%), 10 (3%), 10 (3%) y 8 (3%), respectivamente. Finalmente,
la exposicidon acumulada a los antagonistas AT1 fue de 12 (3%), 11 (3%), 11 (3%), 9 (3%) y 8
(3%), respectivamente. Las puntuaciones medias * desviacidn estandar de MDS-UPDRS Il +
lll en estas visitas fueron 26,8 + 11,1,32,0+ 13,4,34,9+ 14,6,37,1+£15,5,42,0+ 17,8 y 42,7
*+ 17,8, respectivamente.

El GEE reveld una asociacion significativa entre la puntuacién MDS-UPDRS Il + Il y la
exposicién a los antagonistas AT1 (OR ajustado: 0,88; intervalo de confianza del 95% IC:
0,79-0,98; p = 0,03). No se observaron asociaciones significativas con la exposicién a los
IECA hidrofilicos (0,96, 0,83-1,10; p=0,54), o a los IECA lipofilicos (1,07, 0,87-1,31; p=0,53).
En la figura 1, se muestra con mas detalle el efecto de la exposicidn de los antagonistas AT1
sobre el puntaje MDS-UPDRS 2+3,

50

45 -
= 0] Figura 1. MDS-UPDRS Il + lll en la
x "condicion OFF definida de
7] manera practica" en pacientes
li'd
E 35 expuestos (0) o no (e) a AT1 ants.
=] Se muestran las medias
@ marginales estimadas vy los
= 304 errores estandar.
25
20 1 : T T ‘
0 1 2 3 4
Tiempo (afios)
V. Discusion y Conclusion

Si bien el control sintomatico de los sintomas motores de la EP se puede lograr mediante el
uso de una variedad de medicamentos o dispositivos [40], los tratamientos modificadores
de la enfermedad aun no estan disponibles. La reutilizacion de farmacos, utilizando
farmacos antiguos y bien conocidos con nuevas indicaciones, puede ofrecer la oportunidad
de desarrollar tratamientos modificadores de la EP de forma rdpida y rentable. También
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tiene la ventaja de identificar sefiales de efectos relevantes en modelos experimentales y
estudios observacionales para su posterior traduccién en ensayos clinicos.

Nuestros resultados confirman que tanto 60HDA como Ang Il reducen la viabilidad en la
linea celular SHSY5Y y en el caso de la Ang Il esta reduccidn estd asociada probablemente a
la activacion del receptor AT1, ya que el pretratamiento con bloqueantes AT1 revirtid
parcialmente esta reduccién en la viabilidad tanto para 60HDA como para Ang Il.

En el subestudio de casos y controles no se observaron asociaciones significativas entre la
exposicidn a los I-ECA o bloqueantes AT1 y la progresién clinica de la EP, utilizando el inicio
del tratamiento de L-DOPA como marcador subrogante durante el primer afio. Si bien no se
observaron diferencias significativas, se detecté una tendencia a una menor exposicion a
los bloqueantes AT1 en los casos en comparacion a los controles. Si bien el efecto fue
marcado, con un valor Cohen d (0.74) en el rango de efecto medio-alto, el tamano muestral
resulté insuficiente para que el mismo fuera estadisticamente significativo. Ademas, se
observé un efecto de tamafio medio no significativo de la dosis de bloqueantes AT1, lo que
refuerza la sospecha de un potencial efecto neuroprotector dosis dependiente.

En el subestudio de cohorte retrospectivo se observaron asociaciones significativas entre
los puntajes MDS-UPDRS 2+3, que indican la severidad de la enfermedad, inferiores en
sujetos expuestos a los bloqueantes AT1, en comparacién a los que no se registrd
exposicidon. Estas observaciones son compatibles con un posible efecto modificador de la
enfermedad de los mismos. No se observaron diferencias relevantes en relacién a la
exposicidn a los I-ECA. Debe sin embargo destacarse que la exposicion a I-ECA lipdfilicos se
asociaron a una evolucién mas tdrpida del puntaje de severidad de la afectacion
autonomica (SCOPA-Aut).

Estos resultados pueden interpretarse como una clara sefial de que la administracion de
bloqueantes del receptor AT1 podria relacionarse con una evolucién mas lenta de la
Enfermedad de Parkinson, sugiriendo asi un efecto terapéutico.

Tanto en el estudio basico en linea celular como en el estudio epidemioldgico en seres
humanos se evidencié el efecto neuroprotector del pretratamiento con antagonistas AT1 a
la lesidn con toxina dopaminérgica y el agregado de Ang Il en cultivos celulares asi como
también en la mejora del puntaje MDS-UPDRS I+l en los casos respecto de los controles.
Los resultados de este enfoque traslacional se complementan mutuamente entre si y abren
una linea de investigacidn que podria derivar en nuevos medicamentos para el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson.

Se puede hipotetizar que la activacién del receptor de Ang Il AT2 podria ser responsable del
efecto neuroprotector observado en nuestros experimentos.
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internacional de Parkinson y estamos en proceso de elaborar la publicacién.

Viajes realizados por el equipo de investigadores (Para la presentacion de avances del
trabajo en el exterior e interior del pais)

NINGUNO

Formacion de recursos humanos (Becarios, pasantes, alumnos en el proyecto):
actividades

* Nombre de becarios y/o alumnos

Camila Guimaraes.

e Detalle de actividades desarrolladas

Asistié en el desarrollo de los cultivos celulares y de la prueba del MTT.
Subsidios recibidos (fuentes del IUCS y externas).

Se ha recibido un subsidio del IUCS por tres afos. Ademas, el estudio clinico ha sido
parcialmente subsidiado por la Fundacion Roemmers.
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