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Tot i que la majoria de la recerca de la distrofia miotonica (DM1) fins avui s’ha centrat
en els aspectes musculars de la malaltia, els pacients amb DM1 i les families informen
gue els problemes relacionats amb el sistema nervids central (SNC) associats a
aquesta malaltia solen ser els més preocupants i dificils de tractar. En aquest projecte
es van caracteritzar millor els substrats neurobiologics de la DM1 utilitzant nous models
animals per identificar dianes terapeutiques desenvolupades amb metodologies
innovadores de descobriment de farmacs. Amb aquest proposit, hem avaluat
compostos candidats, identificats després de la deteccié en drosofila, en un model de
ratoli per DM1 recentment descrit: un knock-out del gen Mbnl2. Aquests animals van
mostrar trastorns cerebrals centrals de DM1 que suggereixen que les caracteristiques
principals del cervell DM1 sén atribuibles a I'expressiéo d’'RNA toxic i al segrest d’'MBNL2.
Es van fer estudis conductuals, neuroquimics i farmacologics per avaluar el potencial
terapeutic de compostos coneguts en ratolins knock-out Mbnl2 d’edat mitjana i
avancada. Paral-lelament a I'avaluaciéo de compostos, avancem en |'establiment de
correlacions entre els diferents models animals de DM1 (ratolins i mosques) per
determinar objectius terapéutics Utils per als diferents trastorns del cervell DM1.
Finalment, com que s’ha demostrat la utilitat del model DM1 de mosca basada en I'SNC
per fer el cribratge de molécules quimiques amb éxit, es va utilitzar per augmentar el
panel de candidats a provar en el model del ratoli, i ens vam centrar en una avaluacié
especifica de compostos amb la capacitat ja prevista per creuar la barrera
hematoencefalica. Els resultats obtinguts en aquest projecte van permetre la
identificacido de dos compostos, el metilfenidat i la mirtazapina, per alleujar els déficits
neuropsicologics progressius i la neurodegeneracié observada en models animals de
DM1.

1. El model de ratoli deficient en el gen Mbnl2 (Mbnl2 KO) és rellevant per a les
alteracions de I'SNC associades a DM1. Especificament, els ratolins joves, mascles i
femelles, que no tenen aquest gen mostren desregulacié de |'activitat circadiaria,
simptomes depressius i déficits cognitius. No obstant aix0, en els ratolins mascles

aquestes alteracions semblen més especifiques, ja que no estan relacionades amb els



canvis en activitat locomotora. A més, trobem que la manca de funcié del gen Mbnl2 va
induir alteracions cognitives i afectives progressives en ratolins que es van associar
amb hiperactivacié del sistema dopaminergic en I'escorca prefrontal medial, inclos un
augment en els nivells extracel-lulars de dopamina, augment de I'expressié dels gens
de Dat, Drd1 i Drd2, i pertorbacions profundes en l'activitat neural i microgliosi en

I'escorca prefrontal medial i I'hipocamp.

2. Es van generar amb exit diferents linies de Drosophila en qué es va buscar imitar
un aspecte central de la DM1: I'expressid de repeticions toxiques (expansié CTG) i
recrear la manca de funcié de muscleblind endogen (silenciament d’MBL). Aquests
aspectes es van induir selectivament en diferents tipus de neurones per observar-ne
I'efecte tant a escala cel-lular com funcional. Les diferents linies generades de
Drosophila sén rellevants per a les alteracions en SNC en pacients amb DM1. En
concret, diferents fenotips funcionals (vol, supervivencia, escalada) van mostrar en la
majoria de casos un empitjorament, fet que confirma una forta implicacié de la
toxicitat de I'expressio d’'una expansié CTG o la interferéncia d’'MBL en aspectes
funcionals controlats pel cervell. De manera molt interessant, estudis a escala cel-lular,
histoquimica i metabolomica de I'expressié d’expansions CTG en neurones
dopaminergiques de Drosophila van reproduir en gran manera el procés de

neurodegeneracio i atrofia cerebral que presenten els pacients.

3. Es van determinar amb éxit diferents biomarcadors relacionats amb
neurotoxicitat i neurodegeneracié en Drosophila. Especificament, |'expressio
d’expansions CTG o silenciament d’'MBL en neurones dopaminergiques provoca una
desregulacié important del metabolisme energétic: els nivells d’ATP i de glucosa estan
significativament disminuits, igual que s’ha detectat per tomografia d’emissio de
positrons en els 10buls temporal i frontal de pacients amb DM1. S’han identificat
marcadors addicionals interessants implicats en processos d’inflamaciod i d’estres
oxidatiu, aixi com de processos degeneratius especifics i alteracions en la

neurotransmissié (nivells baixos) que no només afecten el sistema dopaminérgic.

4, Per tal de trobar noves dianes terapeutiques, es va fer un cribratge d’alt
rendiment in vivo dels 3.805 farmacs continguts en les quimioteques Pfizer, Prestwick,
GreenPharma, Otava i SPO Life Chemicals utilitzant un fenotip de mort pupal en

Drosophila provocat per la expressié d’expansions CTG. Es van obtenir 61 hits (1,6%



de compostos), que van oferir un increment significatiu del naixement de mosques
adultes. Una analisi global dels resultats obtinguts després del cribratge en mosques va
mostrar que una fraccié important dels hits (18%) tenen a veure amb la modulacié de
I'activitat dels grups de neurotransmissors principals: glutamat, GABA, dopamina i
serotonina. Aix0 va permetre la identificacid i validacié de dos compostos, el
metilfenidat i la mirtazapina, com a potencialment utils per alleujar els déficits
neuropsicologics progressius i la neurodegeneracié observada en models animals de
DM1.

5. Estudis conductuals, biogquimics i moleculars en ratolins Mbnl2 KO van mostrar
gue el tractament cronic amb metilfenidat reverteix els déficits de comportament, els
canvis en |I'expressié dels gens Dat i Drd2 especificament, i I'augment en I'expressié de
la microglia proinflamatoria en I'escorga prefrontal presents en aquest model
d’alteracions de I'SNC en DM1.

6. Per tal de crear un model animal de neurodegeneracid especifica en les arees
relacionades amb les alteracions conductuals (escorcga frontal i hipocamp), es va
desenvolupar una nova linia de ratoli condicional knock-out que no té el gen Mbnl2
selectivament en les neurones glutamatergiques del cervell anterior (NEX-CKO).
Aquest nou model de ratoli recapitula les alteracions cognitives i afectives observades
en la patologia de la DM1. A més, aquests ratolins mostren neurodegeneracio i
proliferacié de la microglia a la zona subgranular del gir dentat i una desregulacié de
I'mRNA dels receptors histaminérgics de tipus H1 i serotoninérgics de tipus 1A en

I'hipocamp.

7. Les dosis baixes d’un antipsicotic atipic, la mirtazapina, van poder revertir les
alteracions cognitives i afectives observades en ratolins NEX-CKO en prevenir la
neurodegeneracio i la proliferacié de la microglia a la zona subgranular del gir dentat,
on té lloc la neurogénesi. La mirtazapina també va revertir la desregulacié de 'mRNA

dels receptors histaminergics de tipus H1 i serotoninérgics de tipus 1A en I’hipocamp.



Actualment no existeix cap tractament efectiu per als trastorns neuropsicologics
associats a la DM1. En el procés de recerca de nous candidats terapéutics, una eina
molt poderosa és I's de models per a la DM1 en Drosophila melanogaster i en ratolins
deficients del gen Mbnl2 que recapitulen especificament les alteracions de I'SNC
associades amb DM1. En concret, hem identificat que una diana important sén les
neurones dopaminérgiques i s’han proposat farmacs coneguts per al reposicionament
en DM1, la qual cosa s’explorara en col-laboracié amb la industria d’aquest sector, per
exemple I'empresa SOM Biotech. A més, el projecte ha proporcionat dos objectius
farmacologics nous, el metilfenidat i la mirtazapina, com a possibles tractaments per a
les alteracions cognitives i afectives experimentades pels pacients amb DM1. Aquests
resultats proporcionen un nou objectiu farmacologic per al tractament de la DM1 i
revelen nous mecanismes d’accié per a aquests efectes, de manera que s’obren noves

vies per a una orientacié terapeutica més completa de la patologia de la DM1.

També ha estat important la deteccié d’'una reduccid significativa de la produccié d’ATP
en neurones que expressen els RNA toxics o que tenen silenciada I'expressié de
muscleblind. Es molt probable que la generacié d’energia insuficient contribueixi a la
reduccié en el nombre de neurones dopaminergiques en el cervell d’aquests models, de
manera que investigar I'origen d’aquesta reduccidé i suplir el déficit energétic poden
constituir dianes terapéutiques importants en el tractament de la neurodegeneracid. En
aquest sentit, continuarem amb la investigacié sobre suplements nutricionals que
puguin rescatar aquests déficits, per exemple suplements d’ATP, d’'una manera
semblant a la nostra col-laboracié amb I'empresa MyoGem Health en el

desenvolupament del suplement Myo-DM per a pacients amb DM1.
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