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Technische Universität München 

 
 
To whom it may concern 
 
 
 
 
Munich, 13. Sept. 2015 
 
 
 
Evaluation of the Thesis of Mr. Rodrigo Munoz Castaneda 
 
 
 
Dear Madams, Sirs, 
 

It is a pleasure for me to write the evaluation of the thesis presented to me 
by Mr. Rodrigo Munoz Castaneda. He applies for a degree of an “international 
Ph.D.” at the University of Salamanca, and the herewith presented evaluation 
fully supports this application.  

Mr. Rodrigo Munoz Castaneda is a psychologist with a Master Degree both 
in Neuropsychopharmacology as well as in Neuroscience, already showing his 
dedication to the topic of his thesis. This dedication was confirmed by a 5-month 
stay abroad in Grenoble with Prof. Annie Andrieux in order to learn cell 
biological methods needed to solve the scientific questions posed in his thesis. 
In addition he learnt and mastered a lot of additional thechniques during the 
course of the thesis such as histology, immunohistochemistry, electron 
microscopy, basic molecular biology, and foremost behavioural neuroscience.  

The scientific question he pursued in his thesis was to understand the 
mechanism leading to the Purkinje Cell degeneration in the PCD (Purkinje Cell 
Degeneration) mouse model. The PCD model is widely used as a model of 
cerebellar dysfunction, since this mouse model exhibits a mutation in the CCP1-
gene, leading to a selective loss of Purkinje Cells during postnatal stages. Due 
to the loss of this principal cell population and therefore a complete loss of 
cerebellar output, the model ideally suited to examine the effect of cerebellar 
dysfunction not only on motor behavior but also to study the influence of 
cerebellar function on further behavioural characteristics such as cognition and 
affective disorders. In this respect the role of the cerebellum has been widely 
understudied and is now addressed in this thesis. It is done in this thesis in a 
very comprehensive manner, in that the scientific approach encompasses 
behavioural studies of the PCD-model, the influence of the endocannabinoid 
system on cerebellar plasticity in the PCD-model as well as at the molecular 
level, studying the effect of CCP1 mutation on the microtubule biology.  

CCP1 encodes for a carboypeptidase, which catalyze the shortening of 
polyglutamate chains of proteins. In fact it also converts detyrosinated tubulin 
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into ∆2-tubulin. However, the functional impact onto microtubule biology was 
not known. Thus in the first part of his thesis Mr. Rodrigo Munoz studied the 
effect of the CCP1-mutation onto microtubule function (during an internship in 
Grenoble) and indeed could show – using state-of-the-art cellular assays – that 
the CCP1 mutation highly likely increases the instability of microtubules. This 
effect could be partially rescued by applying the endogenous agonist of 
oleoylethanolamide (OEA) of PPARa, thus it could be an effect of modulating 
the cannabinoid system.  

Therefore Mr. Munoz went on to examine whether these molecular changes 
might also have an effect on Purkinje Cell development and the death process 
in the PCD-model. He found that indeed morphological changes can be 
detected already during the pre-degenerative phase and that OEA might 
prevent these changes and even Purkinje cell death, but only when applied 
early enough and at specific concentrations. Interestingly he could detect that 
the expression of PPARa is increased in early degenerative stages, whereas 
the CB2 receptor increased in later stages. However, OEA treatment could only 
increase the PPARa expression even further, but did not have an effect on CB2 
expression.  

Finally he determined the behavioral phenotype of the PCD model during the 
early degenerative stage, the degenerative stage and after treatment with OEA. 
He could clearly show that motor coordination, cognition and social behavior is 
strongly correlated with the loss of Purkinje cells, whereas general movement 
parameters was not affected and explorative behavior only during the early 
degenerative phase. In contrast to the hypothesis based on his findings at the 
cellular and histological level motor coordination was not altered after OEA 
treatment. However, and in sum, he could clearly show that cerebellar 
dysfunction influences cognitive and affective functions in a progressive manner 
in the PCD model paralleling the observed cellular and histological changes.  

In the discussion Mr. Munoz clearly demonstrates that he is well capable of 
interpreting his results, put them into the context of the published literature. Still, 
sometimes a tendency of overinterpreting the results can be observed, which, 
however, might be necessary to ask the next scientific questions, and highly 
likely is due to his enthusiasm concerning his research.  

In sum, I fully support the acceptance of the thesis of Mr. Rodrigo Munoz as 
an international Ph.D., since the amount and quality of work is equivalent to the 
ones I was honored to supervise in Germany. Thus his thesis – according to my 
opinion - has the quality to be accepted as a thesis also in the German system.  

 
Yours sincerely 
 

 
Dr. Daniela Vogt Weisenhorn 
Deputy Director 
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Las	
  enfermedades	
  neurodegenerativas	
  son	
  disfunciones	
  del	
  sistema	
  nervioso	
  (SN)	
  que	
  se	
  ca-­‐

racterizan	
  por	
  un	
  aumento	
  patológico	
  de	
  la	
  muerte	
  neuronal.	
  Sin	
  embargo,	
  su	
  etiología	
  y	
  pronós-­‐

tico	
  varía	
  enormemente	
  en	
  función	
  de	
  la	
  enfermedad	
  concreta	
  a	
  la	
  que	
  se	
  haga	
  referencia.	
  Éstas	
  

pueden	
  afectar	
  a	
  muy	
  diversas	
  áreas	
  del	
  SN	
  como,	
  por	
  ejemplo,	
   la	
  sustancia	
  negra	
  en	
  el	
  Parkin-­‐

son,	
  la	
  corteza	
  cerebral	
  en	
  el	
  Alzhéimer	
  o	
  el	
  cerebelo	
  en	
  la	
  degeneración	
  espino-­‐cerebelosa.	
  Aun-­‐

que	
  hoy	
  en	
  día	
  existen	
  tratamientos	
  capaces	
  de	
  ralentizar	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  de	
  algunas	
  de	
  

estas	
  enfermedades,	
  aún	
  no	
  se	
  conoce	
  ningún	
  tratamiento	
  verdaderamente	
  eficaz	
  para	
  ninguna	
  

de	
  ellas.	
  Ello	
  hace	
  que	
  estas	
  enfermedades	
  tengan	
  un	
  gran	
  impacto	
  tanto	
  personal	
  como	
  social,	
  ya	
  

que	
  el	
  deterioro	
  con	
  el	
  que	
  cursan	
  dichas	
  patologías	
  suele	
  incapacitar	
  a	
  los	
  pacientes,	
  haciéndolos	
  

totalmente	
   dependientes.	
   Esta	
   dependencia,	
   a	
   su	
   vez,	
   afecta	
   a	
   todo	
   el	
   entorno	
   de	
   la	
   persona,	
  

generando	
  además	
  unos	
  gastos	
  personales	
  y	
  económicos	
  de	
  gran	
  envergadura.	
  Además,	
  según	
  la	
  

Organización	
  Mundial	
  de	
  la	
  Salud,	
  se	
  espera	
  que	
  con	
  el	
  avance	
  de	
  la	
  Medicina	
  las	
  enfermedades	
  

neurodegenerativas,	
   al	
   estar	
   asociadas	
   en	
   gran	
   medida	
   al	
   envejecimiento,	
   tengan	
   todavía	
   una	
  

mayor	
  prevalencia	
  con	
  el	
  tiempo	
  (World	
  Health	
  Organization,	
  2006).	
  	
  

Debido	
  al	
  desconocimiento	
  acerca	
  de	
  la	
  etiología	
  de	
  las	
  enfermedades	
  neurodegenerativas,	
  

resulta	
  complicado	
  poder	
  realizar	
  un	
  diagnóstico	
  temprano	
  que	
  mejore	
  el	
  desarrollo	
  de	
  los	
  trata-­‐

mientos	
   existentes.	
   Ello	
   se	
   debe	
   principalmente	
   a	
   la	
   dificultad	
   para	
   encontrar	
   bio-­‐marcadores	
  

específicos	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  estas	
  enfermedades.	
  Por	
  tanto,	
  este	
  diagnóstico	
  suele	
  hacerse	
  en	
  base	
  

a	
  indicios	
  y	
  pruebas	
  neuropsicológicas.	
  Así,	
  el	
  conocimiento	
  de	
  las	
  alteraciones	
  comportamentales	
  

que	
  preceden	
  a	
  los	
  procesos	
  patológicos	
  de	
  muerte	
  neuronal,	
  no	
  sólo	
  es	
  esencial	
  para	
  poder	
  rea-­‐

lizar	
  un	
  diagnóstico	
  temprano,	
  sino	
  también	
  para	
  poder	
   llevar	
  a	
  cabo	
  un	
  diagnóstico	
  diferencial.	
  

Esto	
  permitiría	
   la	
  adopción	
  de	
  tratamientos	
  más	
  específicos	
  y	
  anticipados,	
  mejorando	
  así	
  el	
  pro-­‐

nóstico	
  y	
  la	
  calidad	
  de	
  vida	
  de	
  las	
  personas	
  afectadas.	
  

Un	
  aspecto	
  que	
  desarrollaremos	
  en	
  esta	
   Tesis	
  Doctoral	
   es	
   la	
   relación	
  que	
   tiene	
  el	
   sistema	
  

endocannabinoide	
  con	
  los	
  procesos	
  neurodegenerativos.	
  Como	
  se	
  verá	
  más	
  adelante,	
  en	
  las	
  últi-­‐

mas	
  décadas	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  ha	
  adquirido	
  una	
  gran	
  importancia	
  en	
  Neurobiología.	
  

Esto	
  se	
  debe	
  principalmente	
  a	
  que	
  tanto	
  sus	
  agonistas	
  como	
  sus	
  receptores	
  desempeñan	
  un	
  papel	
  

esencial	
   tanto	
   en	
   procesos	
   de	
   desarrollo	
   como	
   de	
  muerte	
   neuronal.	
   En	
   este	
   sentido,	
   estudios	
  

recientes	
  han	
  demostrado	
  que	
  este	
  sistema	
  ejerce	
  un	
  papel	
  neuroprotector	
  en	
  patologías	
  concre-­‐

tas	
  del	
  SN.	
  

A	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  se	
  caracterizará	
  el	
  desarrollo	
  de	
  un	
  modelo	
  de	
  dege-­‐

neración	
  cerebelosa,	
   lo	
  que	
  nos	
  permitirá	
   tener	
  una	
  comprensión	
  mejor	
  del	
  proceso	
  de	
  muerte	
  

neuronal	
   en	
   el	
   cerebelo	
   y	
   sus	
   efectos	
   comportamentales.	
   Para	
   ello	
   usaremos	
   el	
   ratón	
  mutante	
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PCD	
  (Purkinje	
  Cell	
  Degeneration),	
  que	
  sufre	
  un	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  que	
  afecta	
  a	
  las	
  célu-­‐

las	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo	
  a	
  las	
  pocas	
  semanas	
  del	
  nacimiento.	
  Tanto	
  las	
  fases	
  previas	
  a	
  la	
  muer-­‐

te	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  como	
  el	
  progreso	
  de	
  la	
  degeneración	
  per	
  se	
  nos	
  permitirán	
  estudiar	
  

cómo	
  las	
  alteraciones	
  en	
  el	
  funcionamiento	
  del	
  cerebelo	
  pueden	
  generar	
  disfunciones	
  cognitivo-­‐

comportamentales.	
  	
  

Asimismo,	
   se	
   estudiará	
   el	
   posible	
   efecto	
  paliativo	
  de	
  un	
   agonista	
   perteneciente	
   al	
   sistema	
  

endocannabinoide,	
   la	
   oleiletanolamida	
   (OEA).	
   Aunque	
   esta	
   sustancia	
   es	
   sintetizada	
   de	
  manera	
  

endógena,	
   estudios	
   recientes	
   demuestran	
   que	
   su	
   administración	
   exógena	
   puede	
   tener	
   efectos	
  

preventivos	
  en	
  procesos	
  de	
  muerte	
  neuronal.	
  El	
  conocimiento	
  en	
  detalle	
  del	
  modelo	
  neurodege-­‐

nerativo	
  PCD	
  nos	
  permitirá	
  extraer	
  conclusiones	
  precisas	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  OEA	
  cuando	
  se	
  apli-­‐

ca	
  como	
  un	
  fármaco.	
  

SISTEMA	
  ENDOCANNABINOIDE	
  	
  
El	
  sistema	
  endocannabinoide	
  está	
  compuesto	
  por	
  un	
  conjunto	
  de	
   ligandos	
   lipídicos,	
   las	
  en-­‐

zimas	
  que	
  intervienen	
  en	
  su	
  síntesis	
  y	
  degradación,	
  y	
  los	
  receptores	
  de	
  dichos	
  ligandos.	
  Además,	
  

su	
   primer	
   ligando	
   exógeno	
   conocido	
   es	
   el	
   Δ-­‐9-­‐tetrahidro-­‐cannabinol	
   (Δ9-­‐THC),	
   la	
   sustancia	
   psi-­‐

coactiva	
  principal	
  de	
  la	
  planta	
  de	
  Cannabis	
  sativa.	
  Precisamente,	
  el	
  descubrimiento	
  de	
  la	
  unión	
  de	
  

este	
  alcaloide	
  exógeno	
  a	
  receptores	
  concretos	
  del	
  SN	
  dio	
  nombre	
  al	
  conjunto	
  de	
  elementos	
  que	
  

componen	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide.	
  Esta	
  caracterización	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  1988,	
  nombrán-­‐

dose	
  a	
  los	
  receptores	
  diana	
  del	
  Δ9-­‐THC	
  como	
  receptores	
  endocannabinoides	
  tipo	
  1	
  (CB1;	
  Devane	
  

et	
   al.,	
   1988;	
   Pertwee,	
   2006;	
  Wang	
   y	
   Ueda,	
   2009).	
   Por	
   su	
   parte,	
   la	
   araquidonoil-­‐etanolamida	
   o	
  

anandamida	
  (AEA),	
  que	
  fue	
  el	
  primer	
  ligando	
  endógeno	
  de	
  los	
  CB1	
  sintetizado,	
  es	
  un	
  lípido	
  cuya	
  

estructura	
  química	
  es	
  muy	
  semejante	
  al	
  Δ9-­‐THC,	
  y	
  pertenece	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  las	
  N-­‐aciletanolaminas	
  

(NAEs;	
  Dewey,	
  1986;	
  Howlett,	
  1995).	
  Posteriormente	
  se	
  sintetizó	
  el	
  2-­‐araquidonilglicerol	
   (2-­‐AG),	
  

ligando	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1,	
  pero	
  también	
  de	
  los	
  receptores	
  endocannabinoides	
  tipo	
  2	
  (CB2;	
  De	
  

Petrocellis	
  et	
  al.,	
  2004).	
  De	
  este	
  modo,	
  el	
  conjunto	
  de	
  estos	
  dos	
  receptores,	
  CB1	
  y	
  CB2,	
  y	
  sus	
  res-­‐

pectivos	
  ligandos,	
  AEA	
  y	
  2-­‐AG,	
  representan	
  los	
  elementos	
  clásicos	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide.	
  

Receptores	
  endocannabinoides	
  clásicos	
  
Los	
  receptores	
  cannabinoides	
  clásicos	
  (CB1	
  y	
  CB2)	
  pertenecen	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  receptores	
  aco-­‐

plados	
  a	
  proteínas	
  G,	
  y	
  tienen	
  una	
  homología	
  del	
  44%	
  en	
  su	
  secuencia	
  de	
  aminoácidos.	
  Además,	
  

en	
  los	
  siete	
  dominios	
  transmembrana	
  la	
  homología	
  de	
  su	
  secuencia	
  asciende	
  al	
  68%	
  (Fig.	
  1a;	
  Pa-­‐

cher	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Sin	
  embargo,	
  difieren	
  entre	
  ellos	
  tanto	
  en	
  su	
  localización	
  como	
  en	
  la	
  especifici-­‐

dad	
  de	
  sus	
  ligandos.	
  En	
  este	
  sentido,	
  los	
  CB1	
  se	
  encuentran	
  mayoritariamente	
  en	
  el	
  sistema	
  ner-­‐
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vioso	
  central	
  (SNC),	
  prácticamente	
  en	
  todas	
  sus	
  estructuras	
  (Fig.	
  1b).	
  De	
  hecho,	
  se	
  considera	
  que	
  

los	
   CB1	
   son	
   los	
   receptores	
   acoplados	
   a	
   proteínas	
   G	
  más	
   abundante	
   del	
   SNC	
   (Kawamura	
   et	
   al.,	
  

2006;	
  Kishimoto	
  y	
  Kano,	
  2006).	
  En	
  el	
  SNC	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  actúa	
  como	
  un	
  sistema	
  de	
  

señalización	
  retrógrada,	
  inhibiendo	
  la	
  liberación	
  de	
  neurotransmisores	
  desde	
  las	
  neuronas	
  presi-­‐

nápticas;	
  por	
  ello	
  se	
  le	
  atribuye	
  a	
  dicho	
  sistema	
  una	
  función	
  neuromoduladora	
  de	
  los	
  procesos	
  de	
  

neurotransmisión	
  (Marsicano	
  y	
  Lutz,	
  2006;	
  Carey	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Castillo	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
  

	
  

	
  

Por	
  su	
  parte,	
   los	
  CB2	
  se	
  expresan	
  esencialmente	
  en	
  células	
  de	
   los	
  sistemas	
   inmunológico	
  y	
  

hematopoyético	
  (Munro	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Ofek	
  et	
  al.,	
  2006).	
  No	
  obstante,	
  en	
  las	
  últimas	
  décadas	
  dife-­‐

rentes	
  estudios	
  han	
  observado	
  que	
  los	
  CB2	
  podrían	
  expresarse	
  también	
  en	
  el	
  SNC,	
  concretamente	
  

en	
   las	
  células	
  microgliales	
  (Van	
  Sickle	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Gong	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Sin	
  embargo,	
  a	
  día	
  de	
  hoy	
  

tanto	
  su	
  expresión	
  en	
  el	
  SNC	
  como	
  su	
  posible	
  función	
  dentro	
  del	
  mismo	
  siguen	
  siendo	
  controver-­‐

tidas	
  debido	
  al	
  poco	
   interés	
  suscitado	
  en	
  comparación	
  con	
   los	
  receptores	
  CB1.	
  Además,	
  se	
  cree	
  

que	
  la	
  baja	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  CB2	
  en	
  el	
  SNC	
  hace	
  que	
  su	
  identificación	
  mediante	
  anti-­‐

cuerpos	
  –por	
  otra	
  parte	
  de	
  baja	
  especificidad-­‐	
  resulte	
  complicada	
  (Onaivi,	
  2011).	
  

Figura	
  1:	
  a)	
  Representación	
  esquemática	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  y	
  CB2.	
  Los	
  círculos	
  negros	
  representan	
  aminoácidos	
  
comunes	
  entre	
  los	
  dos	
  receptores.	
  b)	
  Esquema	
  de	
  la	
  localización	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  en	
  el	
  SNC	
  del	
  ratón.	
  La	
  dife-­‐
rente	
  intensidad	
  del	
  color	
  representa	
  las	
  diferencias	
  en	
  la	
  expresión	
  del	
  receptor	
  CB1	
  en	
  cada	
  área	
  del	
  SNC.	
  AMG:	
  
amígdala;	
  ATV:	
  área	
  tegmental	
  ventral;	
  BO:	
  bulbo	
  olfativo;	
  CPu:	
  caudado	
  putamen;	
  GP:	
  globo	
  pálido;	
  LC:	
  locus	
  coe-­‐
ruleus;	
   NAc:	
   núcleo	
   accumbens;	
   NDR:	
   núcleo	
   dorsal	
   del	
   rafe;	
   NTS:	
   núcleo	
   del	
   tracto	
   solitario;	
   SGP:	
   sustancia	
  pe-­‐
riacueductal;	
  SNr:	
  sustancia	
  negra	
  pars	
  reticulata;	
  TO:	
  tubérculo	
  olfativo.	
  Modificado	
  de	
  Erdozain	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Flores	
  
et	
  al.,	
  2013.	
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Ligandos	
  cannabinoides	
  endógenos	
  
Los	
   ligandos	
  endógenos	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  son	
   lípidos	
  poliinsaturados	
  pertene-­‐

cientes	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  los	
  eicosanoides	
  y	
  que	
  derivan	
  principalmente	
  del	
  ácido	
  araquidónico,	
  co-­‐

mo	
  la	
  AEA	
  y	
  el	
  2-­‐AG	
  (Pacher	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Una	
  de	
  las	
  principales	
  características	
  de	
  los	
  endocanna-­‐

binoides	
   es	
   que	
   son	
   sintetizados	
   “a	
   demanda”,	
   es	
   decir,	
   que	
   se	
   generan	
   en	
   el	
  momento	
   como	
  

respuesta	
  a	
  un	
  aumento	
  del	
  calcio	
  intracelular	
  o	
  la	
  activación	
  de	
  receptores	
  metabotrópicos,	
  y	
  no	
  

se	
  almacenan	
  en	
  vesículas	
  sinápticas	
  (Rodríguez	
  de	
  Fonseca	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Liu	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Pacher	
  et	
  

al.,	
  2006).	
  

Aunque	
  ambos	
  compuestos	
  se	
  unen	
  a	
  los	
  receptores	
  CB1	
  y	
  CB2,	
  la	
  capacidad	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  

estas	
  moléculas	
   para	
   activar	
   dichos	
   receptores	
   difiere	
   considerablemente	
   (Pacher	
   et	
   al.,	
   2006;	
  

Placzek	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Roche	
  y	
  Finn,	
  2010).	
  La	
  AEA	
  y	
  el	
  2-­‐AG	
  tienen	
  la	
  misma	
  afinidad	
  por	
  los	
  recep-­‐

tores	
  CB2,	
  pero	
  únicamente	
  el	
  2-­‐AG	
  actúa	
  como	
  agonista	
  de	
  dichos	
  receptores.	
  De	
  este	
  modo,	
  se	
  

ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  función	
  de	
  la	
  AEA	
  como	
  ligando	
  de	
  los	
  receptores	
  CB2	
  es	
  más	
   la	
  modula-­‐

ción	
  de	
  su	
  actividad	
  que	
  su	
  activación	
  directa	
  (Gonsiorek	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Por	
  el	
  contrario,	
  en	
  relación	
  

a	
  los	
  receptores	
  CB1,	
  la	
  AEA	
  tiene	
  mayor	
  afinidad	
  por	
  éstos	
  que	
  el	
  2-­‐AG	
  (Hillard,	
  2000).	
  

En	
  la	
  última	
  década	
  diferentes	
  autores	
  han	
  demostrado	
  la	
  implicación	
  de	
  estos	
  dos	
  agonistas	
  

endocannabinoides	
  en	
   la	
  activación	
  de	
  otros	
   receptores	
  diferentes	
  a	
   los	
  CB1	
  y	
  CB2,	
  destacando	
  

entre	
  ellos	
  los	
  receptores	
  vaniloides	
  tipo	
  1	
  (TRPV1)	
  y	
  los	
  receptores	
  activados	
  por	
  proliferadores	
  

de	
  peroxisomas	
  (PPAR;	
  Wiley	
  y	
  Martin,	
  2002;	
  Maccarrone	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Otros	
  componentes	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  
Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  recientemente	
  que	
  los	
  ligandos	
  endógenos	
  de	
  

los	
  receptores	
  CB1	
  y	
  CB2	
  también	
  pueden	
  actuar	
  como	
  agonistas	
  de	
  otros	
  receptores	
  no	
  conside-­‐

rados	
  inicialmente	
  como	
  pertenecientes	
  al	
  sistema	
  endocannabinoide,	
  como	
  los	
  receptores	
  acti-­‐

vados	
  por	
  proliferadores	
  de	
  peroxisomas	
  subtipo	
  alfa	
  (PPARα).	
  Es	
  por	
  ello	
  que	
  tanto	
  estos	
  recep-­‐

tores	
  como	
  sus	
   ligandos	
  endógenos	
  se	
  han	
  relacionado	
  con	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide.	
  Entre	
  

estos	
   ligandos	
  endógenos	
  se	
  encuentran	
  algunas	
  NAEs	
  diferentes	
  de	
   la	
  AEA,	
  como	
  la	
  oleiletano-­‐

lamida	
  (OEA)	
  o	
  la	
  palmitoiletanolamida	
  (PEA;	
  Facci	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Berdyshev	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Así,	
  la	
  OEA	
  

se	
  ha	
  observado	
  que	
  se	
  une	
  principalmente	
  a	
  los	
  receptores	
  PPARα,	
  TRPV1	
  y	
  GPR55,	
  mientras	
  que	
  

la	
  PEA	
  se	
  une	
  únicamente	
  a	
   los	
   receptores	
  PPARα	
  y	
  GPR55	
   (Guzmán	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Brown,	
  2007;	
  

Ryberg	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Ross,	
  2009).	
  Además,	
  ambos	
  compuestos,	
  al	
  igual	
  que	
  los	
  endocannabinoides	
  

clásicos,	
  son	
  sintetizados	
  a	
  demanda	
  a	
  partir	
  de	
  fosfolípidos	
  de	
  membrana.	
  Asimismo,	
  se	
  ha	
  de-­‐

mostrado	
   que	
   ambas	
  moléculas	
   pueden	
  modular	
   los	
   efectos	
   derivados	
   de	
   la	
   administración	
   de	
  

agonistas	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  y	
  CB2	
  (Pacher	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Brown,	
  2007).	
  Además,	
  tanto	
  la	
  biosín-­‐
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tesis	
  como	
  la	
  biodegradación	
  de	
  ambos	
  compuestos	
  están	
  íntimamente	
  relacionadas	
  con	
  las	
  de	
  la	
  

anandamida.	
  De	
  este	
  modo,	
  aunque	
  estas	
  moléculas	
  no	
  se	
  unen	
  a	
  ninguno	
  de	
  los	
  receptores	
  can-­‐

nabinoides	
  clásicos	
   (CB1	
  y	
  CB2),	
   la	
  similitud	
  de	
  su	
  estructura	
  química	
  y	
  su	
  mecanismo	
  de	
  actua-­‐

ción	
  con	
  la	
  AEA	
  y	
  el	
  2-­‐AG	
  han	
  llevado	
  a	
  muchos	
  investigadores	
  a	
  considerarlos	
  finalmente	
  como	
  

parte	
  de	
  dicho	
  sistema	
  (Cravatt	
  y	
  Lichtman,	
  2004;	
  Sagar	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

Sistema	
  endocannabinoide	
  y	
  cerebelo	
  
El	
  cerebelo	
  constituye	
  el	
  principal	
  centro	
  de	
  coordinación	
  motora	
  del	
  SNC	
  (Glickstein	
  et	
  al.,	
  

2009;	
  Voogd,	
  2011).	
  Como	
  se	
  explicará	
  más	
  detalladamente	
  en	
  el	
  próximo	
  apartado,	
   la	
   corteza	
  

cerebelosa	
  está	
  compuesta	
  por	
  tres	
  capas.	
  Estas	
  capas	
  se	
  organizan	
  en	
  torno	
  a	
  las	
  células	
  de	
  Pur-­‐

kinje,	
  cuyos	
  somas	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  capa	
  central	
  (la	
  capa	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje)	
  y	
  sus	
  árbo-­‐

les	
  dendríticos	
  en	
   la	
  capa	
  superior	
   (la	
  capa	
  molecular).	
  Es	
  en	
  esta	
  última	
  capa	
  donde	
  existe	
  una	
  

mayor	
  expresión	
  de	
  receptores	
  CB1	
  (Kawamura	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Suárez	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Asimismo,	
  existe	
  

una	
  expresión	
  muy	
  elevada	
  de	
  receptores	
  CB1	
  en	
  la	
  formación	
  sináptica	
  que	
  se	
  forma	
  alrededor	
  

del	
  soma	
  y	
  el	
   inicio	
  del	
  axón	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
   la	
  denominada	
  “formación	
  de	
  Pinceaux”	
  

(Suárez	
  et	
  al.,	
  2008).	
  A	
  pesar	
  de	
  la	
  relación	
  existente	
  entre	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  y	
  las	
  

células	
  de	
  Purkinje,	
  éstas	
  no	
  expresan	
  dichos	
  receptores	
  (Herkenham	
  et	
  al.,	
  1991;	
  Mailleux	
  y	
  Van-­‐

derhaeghen,	
   1992;	
  Matsuda	
   et	
   al.,	
   1993;	
   Suárez	
   et	
   al.,	
   2008),	
   sino	
   que	
   aquellas	
   neuronas	
   que	
  

contactan	
  con	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  las	
  zonas	
  mencionadas	
  son	
  quienes	
  los	
  expresan.	
  

Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado	
  anteriormente,	
  la	
  función	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  en	
  el	
  SNC	
  

es	
  la	
  modulación	
  de	
  los	
  procesos	
  de	
  neurotransmisión.	
  Esta	
  modulación	
  se	
  lleva	
  a	
  cabo	
  mediante	
  

un	
  proceso	
  de	
  señalización	
  retrógrada,	
  es	
  decir,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  liberación	
  por	
  parte	
  de	
  la	
  neurona	
  

post-­‐sináptica	
  de	
  agonistas	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1,	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  neurona	
  pre-­‐sináptica	
  

(Marsicano	
  y	
  Lutz,	
  2006;	
  Carey	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Castillo	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Los	
  receptores	
  CB1	
  se	
  expresan	
  

en	
  los	
  axones	
  de	
  neuronas	
  que	
  contactan	
  con	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  y	
  son	
  estas	
  últimas	
  las	
  que	
  

sintetizan	
  y	
  liberan	
  ligandos	
  cannabinoides	
  (Cristino	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Suárez	
  et	
  al.,	
  2008).	
  En	
  el	
  cerebe-­‐

lo,	
  esta	
  función	
  neuromoduladora	
  adquiere	
  gran	
  importancia	
  en	
  procesos	
  de	
  plasticidad	
  sináptica,	
  

como	
  la	
  potenciación	
  o	
  la	
  depresión	
  a	
  largo	
  plazo	
  (LTP1	
  y	
  LTD2,	
  respectivamente).	
  Estos	
  dos	
  proce-­‐

sos,	
  LTP	
  y	
  LTD,	
  son	
  considerados	
  como	
  la	
  base	
  electrofisiológica	
  del	
  aprendizaje	
  dependiente	
  del	
  

cerebelo	
  (Ito,	
  2002a,	
  2006),	
  y	
  los	
  receptores	
  CB1	
  desempeñan	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
  su	
  generación	
  

(Carey	
   et	
   al.,	
   2011).	
   De	
   este	
   modo,	
   el	
   sistema	
   endocannabinoide	
   se	
   erige	
   como	
   un	
   elemento	
  

esencial	
  a	
  la	
  hora	
  de	
  comprender	
  tanto	
  el	
  desarrollo	
  como	
  el	
  funcionamiento	
  del	
  cerebelo.	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

1	
  Del	
  inglés	
  Long	
  Term	
  Potentiation	
  
2	
  Del	
  inglés	
  Long	
  Term	
  Depression	
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CEREBELO	
  	
  

Estructura	
  macroscópica	
  
El	
  término	
  cerebelo	
  deriva	
  del	
  latín	
  cerebellum,	
  que	
  significa	
  “cerebro	
  pequeño”.	
  Macroscó-­‐

picamente	
  el	
  cerebelo	
  -­‐al	
  igual	
  que	
  la	
  corteza	
  cerebral-­‐	
  se	
  divide	
  en	
  dos	
  grandes	
  hemisferios,	
  se-­‐

parados	
  entre	
  sí	
  por	
  el	
  vermis,	
  que	
  se	
  encuentra	
  en	
  la	
  parte	
  central.	
  Además,	
  el	
  cerebelo	
  presenta	
  

un	
  conjunto	
  de	
  circunvoluciones,	
   tanto	
  en	
   los	
  hemisferios	
  como	
  en	
  el	
  vermis,	
  que	
  delimitan	
   los	
  

diferentes	
   lóbulos	
   cerebelosos	
   (nombrados	
   de	
   I	
   a	
   X).	
   Finalmente,	
   también	
   podemos	
   observar	
  

externamente	
  los	
  flóculos	
  y	
  paraflóculos,	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  parte	
  más	
  externa	
  de	
  cada	
  he-­‐

misferio,	
  constituyendo	
  las	
  partes	
  más	
  laterales	
  del	
  cerebelo	
  (Fig.	
  2).	
  	
  

El	
  cerebelo	
  está	
  relativamente	
  aislado	
  del	
  resto	
  del	
  encéfalo	
  y	
  la	
  entrada	
  y	
  salida	
  de	
  informa-­‐

ción	
  se	
  produce	
  únicamente	
  a	
  través	
  de	
   los	
  pedúnculos	
  cerebelosos	
   inferiores	
  y	
  superiores,	
  res-­‐

pectivamente	
  (Schmidt	
  y	
  Bodznick,	
  1987;	
  Voogd	
  y	
  Glickstein,	
  1998;	
  Glickstein	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

	
  
Estructura	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  

La	
  corteza	
  cerebelosa	
  está	
  formada	
  por	
  una	
  estructura	
  trilaminar	
  que	
  se	
  mantiene	
  a	
  lo	
  largo	
  

de	
  todo	
  el	
  eje	
  sagital	
  del	
  cerebelo.	
  Sin	
  embargo,	
  debido	
  a	
  las	
  diferencias	
  morfológicas	
  existentes	
  

entre	
  los	
  hemisferios	
  y	
  el	
  vermis,	
  únicamente	
  en	
  este	
  último	
  se	
  pueden	
  diferenciar	
  correctamente	
  

todos	
  los	
  lóbulos	
  del	
  cerebelo	
  en	
  un	
  mismo	
  plano.	
  En	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  tres	
  capas	
  vamos	
  a	
  encon-­‐

trar	
  diferentes	
   tipos	
  neuronales	
   cuyas	
  principales	
   características	
   y	
   funciones	
  describiremos	
  bre-­‐

vemente.	
  Además,	
  por	
  debajo	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa,	
  en	
  la	
  sustancia	
  blanca,	
  podemos	
  encon-­‐

trar	
  los	
  núcleos	
  cerebelosos	
  profundos	
  (NCP).	
  Estos	
  son	
  esenciales	
  en	
  la	
  transmisión	
  de	
  informa-­‐

Figura	
  2:	
  Vista	
  macroscópica	
  del	
  cerebelo.	
  a)	
  Vista	
  externa	
  de	
  un	
  cerebelo	
  adulto	
  de	
  ratón,	
  en	
  el	
  que	
  se	
  pueden	
  dife-­‐
renciar	
  sus	
  partes:	
  vermis,	
  hemisferios,	
  flóculos	
  y	
  paraflóculos.	
  Asimismo,	
  en	
  la	
  región	
  central	
  del	
  vermis	
  se	
  observan	
  
las	
  circunvoluciones	
  que	
  dan	
  lugar	
  a	
  los	
  diferentes	
   lóbulos.	
  Los	
  cuatro	
  primeros	
  lóbulos,	
  así	
  como	
  el	
  décimo,	
  no	
  son	
  
visibles	
  en	
  esta	
  imagen	
  debido	
  a	
  su	
  ubicación.	
  b)	
  Corte	
  sagital	
  de	
  un	
  cerebelo	
  adulto	
  en	
  el	
  que	
  se	
  pueden	
  diferenciar	
  
cada	
  uno	
  de	
  los	
  lóbulos.	
  Modificado	
  de	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013.	
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ción,	
  ya	
  que	
  constituyen	
  el	
  único	
  punto	
  de	
  relevo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  envío	
  de	
  infor-­‐

mación	
  fuera	
  del	
  cerebelo	
  (Triarhou	
  et	
  al.,	
  1987;	
  Fink	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Uusisaari	
  y	
  Knöpfel,	
  2011).	
  	
  

La	
  estructura	
  de	
   la	
  corteza	
  cerebelosa	
  se	
  organiza	
  en	
  torno	
  a	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  cuyos	
  

somas	
  se	
  localizan	
  en	
  la	
  capa	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  Su	
  árbol	
  dendrítico	
  se	
  prolonga	
  a	
  lo	
  largo	
  

de	
  toda	
  la	
  capa	
  molecular,	
  cuyo	
  crecimiento	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  está	
  determinado	
  por	
  el	
  propio	
  

crecimiento	
  del	
  árbol	
  dendrítico	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  Por	
  su	
  parte,	
  los	
  axones	
  de	
  las	
  células	
  

de	
  Purkinje	
   se	
  extienden	
  desde	
   la	
  base	
  de	
   su	
   soma	
  atravesando	
   la	
   capa	
  granular	
   y	
   la	
   sustancia	
  

blanca	
  hasta	
  llegar	
  a	
  los	
  núcleos	
  cerebelosos	
  profundos.	
  	
  

De	
  este	
  modo,	
  podemos	
  clasificar	
  estos	
  tipos	
  neuronales	
  en	
  función	
  de	
   la	
  ubicación	
  de	
  sus	
  

cuerpos	
  celulares	
  en	
  la	
  corteza	
  cerebelosa,	
  de	
  más	
  externa	
  a	
  más	
  interna	
  sería:	
  

•   Capa	
  molecular	
  

Células	
  en	
  cesto	
  

Células	
  estrelladas	
  

•   Capa	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  

Células	
  de	
  Purkinje	
  

•   Capa	
  de	
  los	
  granos	
  

Granos	
  

Células	
  de	
  Golgi	
  

Desde	
  la	
  parte	
  más	
  interna	
  a	
  la	
  más	
  externa,	
  podemos	
  encontrar	
  las	
  granos,	
  que	
  reciben	
  in-­‐

formación	
  de	
  las	
  fibras	
  musgosas	
  y	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  capa	
  granular;	
  las	
  células	
  de	
  Golgi,	
  que	
  se	
  

encuentran	
  pegadas	
  a	
  la	
  capa	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  y	
  extienden	
  sus	
  proyecciones	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  

las	
  tres	
  capas	
  del	
  cerebelo;	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  que	
  reciben	
  información	
  principalmente	
  de	
  las	
  

fibras	
  trepadoras	
  y	
  de	
  los	
  granos,	
  aunque	
  conectan	
  con	
  todos	
  los	
  tipos	
  neuronales	
  del	
  cerebelo,	
  y	
  

se	
   localizan	
  en	
   la	
  capa	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje;	
  y	
   las	
  células	
  estrelladas	
  y	
  en	
  cesto	
  que	
  se	
  en-­‐

cuentran	
  en	
  la	
  capa	
  molecular	
  y	
  modulan	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  (Fig.	
  3).	
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Células	
  en	
  cesto	
  
Son	
  neuronas	
  multipolares	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  parte	
  más	
  interna	
  de	
  la	
  capa	
  molecular.	
  

Contactan	
  tanto	
  con	
  la	
  parte	
  más	
  proximal	
  del	
  árbol	
  dendrítico	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  (sinapsis	
  

axo-­‐dendrítica)	
   como	
   con	
   el	
   soma	
   y	
   la	
   sección	
   inicial	
   del	
   axón	
   de	
   las	
   mismas	
   (sinapsis	
   axo-­‐

somática	
   y	
   axo-­‐axónica;	
   Fig.	
   4),	
   constituyendo	
   la	
   “formación	
   en	
   Pinceaux”	
   (Buttermore	
   et	
   al.,	
  

2012;	
  Blot	
  y	
  Barbour,	
  2014).	
  	
  

Las	
  células	
  en	
  cesto,	
  al	
  igual	
  que	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  son	
  neuronas	
  inhibitorias	
  cuyo	
  prin-­‐

cipal	
  sistema	
  de	
  neurotransmisión	
  es	
  el	
  GABAérgico.	
  Esta	
  señalización	
  está	
  modulada	
  por	
  la	
  libe-­‐

ración	
  de	
  endocannabinoides	
  por	
  parte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  especialmente	
  en	
  la	
  “formación	
  

de	
  Pinceaux”,	
  donde	
  existe	
  una	
  densidad	
  alta	
  de	
   receptores	
  endocannabinoides	
   como	
  veremos	
  

en	
  mayor	
   detalle	
   más	
   adelante	
   (Pouzat	
   y	
   Hestrin,	
   1997;	
   Kawamura	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Suárez	
   et	
   al.,	
  

2008).	
  	
  

Células	
  estrelladas	
  
Son	
  interneuronas	
  multipolares	
  que	
  contactan	
  principalmente	
  con	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  al	
  

igual	
  que	
  las	
  células	
  en	
  cesto.	
  Sin	
  embargo,	
  a	
  diferencia	
  de	
  las	
  anteriores,	
  las	
  células	
  estrelladas	
  se	
  

encuentran	
  en	
  la	
  parte	
  media-­‐superior	
  de	
  la	
  capa	
  molecular.	
  Además,	
   llevan	
  a	
  cabo	
  únicamente	
  

sinapsis	
  axo-­‐dendríticas	
  con	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  (Fig.	
  4;	
  Yamanaka	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

Figura	
  3:	
  Esquema	
  representativo	
  de	
  la	
  
estructura	
   de	
   la	
   corteza	
   cerebelosa,	
  
donde	
   podemos	
   diferenciar	
   las	
   tres	
  
capas	
   que	
   lo	
   componen,	
   así	
   como	
   sus	
  
principales	
  tipos	
  neuronales.	
  La	
  estruc-­‐
tura	
   del	
   cerebelo	
   viene	
   definida	
   en	
  
gran	
   medida	
   por	
   la	
   disposición	
   de	
   las	
  
células	
  de	
  Purkinje,	
  las	
  cuales	
  determi-­‐
narán	
   la	
  posición,	
   el	
   tamaño	
   y	
   la	
   den-­‐
sidad	
  neuronal	
   de	
   las	
   capas	
  molecular	
  
y	
   granular.	
  Además,	
   puede	
  observarse	
  
cómo	
   todas	
   las	
   sinapsis	
   del	
   cerebelo	
  
giran	
  en	
  torno	
  a	
   la	
  propia	
  actividad	
  de	
  
las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
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Células	
  de	
  Purkinje	
  
Constituyen	
  el	
  principal	
  tipo	
  neuronal	
  del	
  cerebelo,	
  alrededor	
  del	
  que	
  se	
  organiza	
  toda	
  la	
  es-­‐

tructura	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa.	
  Son	
  células	
  con	
  un	
  gran	
  tamaño	
  y	
  sus	
  cuerpos	
  neuronales	
  –de	
  

alrededor	
  de	
  200	
  µm2	
  en	
  el	
   ratón	
  adulto-­‐	
   se	
  ubican	
  en	
  una	
  monocapa	
  denominada	
  capa	
  de	
   las	
  

células	
  de	
  Purkinje.	
  Tienen	
  una	
  arborización	
  dendrítica	
  de	
  enorme	
  extensión	
  –aproximadamente	
  

100	
  µm	
  de	
  largo	
  y	
  30	
  de	
  ancho	
  en	
  el	
  ratón	
  adulto-­‐	
  que	
  se	
  despliega	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  toda	
  la	
  capa	
  mo-­‐

lecular	
  (McKay	
  y	
  Turner,	
  2005;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Nedelescu	
  y	
  Abdelhack,	
  2013).	
  Esta	
  arborización	
  

dendrítica	
  recibe	
  conexiones	
  de	
  las	
  fibras	
  paralelas,	
  así	
  como	
  de	
  las	
  interneuronas	
  de	
  la	
  capa	
  mo-­‐

lecular,	
  es	
  decir,	
  las	
  células	
  en	
  cesto	
  y	
  estrelladas.	
  No	
  obstante,	
  las	
  células	
  en	
  cesto	
  también	
  con-­‐

tactan	
  con	
  el	
  comienzo	
  del	
  axón	
  y	
  el	
  soma	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  dando	
  lugar	
  a	
  la	
  “formación	
  

en	
  Pinceaux”	
  (Suárez	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Buttermore	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Además,	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  reci-­‐

ben	
  proyecciones	
  excitatorias	
  directamente	
  del	
  exterior	
  del	
  cerebelo	
  a	
  través	
  de	
  las	
  fibras	
  trepa-­‐

doras,	
  que	
  se	
  originan	
  en	
  el	
  núcleo	
  olivar	
  inferior	
  (ver	
  más	
  adelante).	
  

Por	
  su	
  parte,	
  el	
  axón	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  representa	
  la	
  única	
  vía	
  de	
  salida	
  de	
  la	
  corteza	
  

cerebelosa.	
  Éste	
  cruza	
  la	
  capa	
  de	
  los	
  granos	
  hasta	
  llegar	
  a	
  los	
  NCP,	
  con	
  un	
  ratio	
  célula	
  de	
  Purkin-­‐

je:neurona	
   nuclear	
   de	
   40:1,	
   los	
   cuales	
   representan	
   la	
   única	
   salida	
   de	
   información	
   del	
   cerebelo	
  

(Person	
  y	
  Raman,	
  2011).	
  

Las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  son	
  células	
  inhibitorias	
  cuyo	
  principal	
  sistema	
  de	
  neurotransmisión	
  es	
  

el	
  GABA.	
  En	
  los	
  últimos	
  años	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  expresan	
  diacilglicerol	
  

lipasa	
  α	
  (DAGLα)	
  y	
  β	
  (DAGLβ),	
  y	
  N-­‐acil-­‐fosfatidiletanolamida	
  fosfolipasa	
  D	
  (NAPE-­‐PLD),	
  principales	
  

enzimas	
  involucradas	
  en	
  la	
  biosíntesis	
  de	
  cannabinoides.	
  Se	
  sabe	
  que	
  los	
  endocannabinoides	
  ac-­‐

Figura	
   4:	
   Esquema	
   de	
   las	
   conexiones	
  
sinápticas	
   recibidas	
   por	
   una	
   célula	
   de	
  
Purkinje.	
   Puede	
   observarse	
   cómo	
   las	
  
células	
   estrelladas	
   y	
   las	
   células	
   en	
   cesto	
  
envían	
   sinapsis	
   inhibitorias	
   (GABA)	
   a	
   las	
  
células	
   de	
   Purkinje.	
   Sin	
   embrago,	
   las	
   si-­‐
napsis	
  de	
  ambos	
  tipos	
  celulares	
  se	
  produ-­‐
cen	
  en	
  puntos	
  diferentes	
  de	
  las	
  células	
  de	
  
Purkinje.	
   De	
  este	
  modo,	
   las	
   células	
   estre-­‐
lladas	
  forman	
  sinapsis	
  con	
  las	
  dendritas	
  de	
  
las	
   células	
   de	
   Purkinje,	
   mientras	
   que	
   las	
  
células	
  en	
  cesto	
  contactan	
  con	
  el	
  soma	
  y	
  el	
  
segmento	
   inicial	
   del	
   axón.	
   Este	
   contacto	
  
sináptico	
  entre	
  las	
  células	
  en	
  cesto	
  y	
  las	
  PC	
  
forman	
   la	
   denominada	
   “formación	
   de	
  
Pinceaux”.	
  SIA:	
  Segmento	
   inicial	
   del	
   axón;	
  
Glu:	
   Glutamato.	
   Modificado	
   de	
   Huang	
   et	
  
al.,	
  2007.	
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túan	
  como	
  mensajeros	
  retrógrados	
  modulando	
  la	
  liberación	
  de	
  los	
  neurotransmisores	
  que	
  van	
  a	
  

recibir	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  (Kawamura	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Safo	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Suárez	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Castillo	
  

et	
   al.,	
   2012).	
   La	
   liberación	
   de	
   endocannabinoides	
   es	
   esencial	
   en	
   la	
   generación	
   de	
   LTP	
   en	
   estas	
  

neuronas,	
  por	
  lo	
  que	
  esta	
  modulación	
  es	
  muy	
  importante	
  para	
  la	
  plasticidad	
  de	
  los	
  circuitos	
  cere-­‐

belosos	
  (Safo	
  et	
  al.,	
  2006;	
  van	
  Beugen	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Carey	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

Células	
  de	
  Golgi	
  
Se	
  encuentran	
  en	
  la	
  parte	
  más	
  externa	
  de	
  la	
  capa	
  de	
  los	
  granos	
  y	
  su	
  función	
  principal	
  es	
  mo-­‐

dular	
  la	
  conectividad	
  entre	
  las	
  fibras	
  musgosas	
  con	
  dichos	
  granos.	
  Este	
  conjunto	
  de	
  sinapsis	
  entre	
  

las	
   fibras	
   musgosas-­‐granos-­‐células	
   de	
   Golgi	
   forma	
   una	
   estructura	
   denominada	
   glomérulo,	
   que	
  

está	
  rodeado	
  de	
  células	
  gliales.	
  De	
  este	
  modo,	
  las	
  células	
  de	
  Golgi	
  regulan	
  la	
  actividad	
  de	
  los	
  gra-­‐

nos.	
   Su	
   principal	
   neurotransmisor	
   es	
   el	
   ácido	
   gamma-­‐aminobutírico	
   (GABA),	
   generando	
  mayor-­‐

mente	
  sinapsis	
  inhibitorias.	
  	
  

Granos	
  
Los	
  granos	
  constituyen	
  la	
  población	
  neuronal	
  principal	
  del	
  cerebelo	
  y	
  por	
  consiguiente	
  de	
  la	
  

capa	
  granular.	
  Se	
  distribuyen	
  por	
  toda	
  esta	
  capa	
  y	
  reciben	
  información	
  del	
  exterior	
  del	
  cerebelo	
  a	
  

través	
  de	
  las	
  fibras	
  musgosas,	
  que	
  tienen	
  varios	
  orígenes:	
  el	
  puente	
  tronco-­‐encefálico	
  (tracto	
  pon-­‐

to-­‐cerebeloso),	
   los	
   núcleos	
   vestibulares	
   (tracto	
   vestíbulo-­‐cerebeloso),	
   la	
   médula	
   espinal	
   (tracto	
  

espino-­‐cerebeloso)	
  y	
  la	
  formación	
  reticular	
  (tracto	
  retículo-­‐cerebeloso).	
  El	
  tamaño	
  de	
  sus	
  somas	
  es	
  

muy	
  pequeño,	
  alrededor	
  de	
  15	
  µm2.	
  Sin	
  embargo,	
   los	
  axones	
  cruzan	
   toda	
   la	
  corteza	
  cerebelosa	
  

hasta	
   llegar	
  a	
   la	
  parte	
  más	
  externa	
  de	
   la	
   capa	
  molecular,	
  donde	
   se	
  bifurcan	
  y	
   forman	
   las	
   fibras	
  

paralelas,	
  que	
  pueden	
   llegar	
  a	
  medir	
  entre	
  1	
  y	
  2	
  mm	
  en	
  el	
   ratón	
  adulto	
   (Soha	
  et	
  al.,	
  1997).	
   Las	
  

fibras	
  paralelas	
  contactan	
  con	
  todos	
  los	
  tipos	
  neuronales	
  del	
  cerebelo.	
  Sin	
  embargo,	
  aunque	
  una	
  

sola	
  fibra	
  paralela	
  contacta	
  únicamente	
  con	
  3-­‐5	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  cada	
  célula	
  de	
  Purkinje	
  recibe	
  

cerca	
  de	
  200.000	
  sinapsis	
  provenientes	
  de	
  fibras	
  paralelas	
  (Hashimoto	
  y	
  Kano,	
  2005;	
  Cesa	
  y	
  Stra-­‐

ta,	
  2009;	
  Sotelo	
  y	
  Dusart,	
  2009).	
  	
  

Su	
  naturaleza	
  neuroquímica	
  es	
  principalmente	
  excitatoria,	
  siendo	
  su	
  principal	
  neurotransmi-­‐

sor	
  el	
  glutamato	
  (Stone,	
  1979;	
  Hibi	
  y	
  Shimizu,	
  2012).	
  No	
  obstante,	
  su	
  actividad	
  sináptica	
  con	
   las	
  

células	
  de	
  Purkinje	
  está	
  regulada	
  por	
  la	
  liberación	
  de	
  endocannabinoides	
  por	
  parte	
  de	
  estas	
  últi-­‐

mas,	
  los	
  cuales	
  modulan	
  la	
  liberación	
  de	
  otros	
  neurotransmisores	
  (Safo	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Carey	
  et	
  al.,	
  

2011).	
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Conectividad	
  externa	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  
Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado	
  anteriormente,	
  el	
  cerebelo	
  se	
  encuentra	
  relativamente	
  aislado	
  del	
  

resto	
  del	
  SNC.	
  De	
  este	
  modo,	
  toda	
  entrada	
  y	
  salida	
  de	
  información	
  se	
  llevará	
  a	
  cabo	
  a	
  través	
  de	
  

los	
  pedúnculos	
  cerebelosos.	
  

Aferencias	
  
Las	
  aferencias	
  del	
  cerebelo	
  provienen	
  principalmente	
  de	
  3	
  tractos:	
  tracto	
  espino-­‐cerebeloso,	
  

tracto	
  cerebro-­‐cerebeloso	
  y	
  tracto	
  vestíbulo-­‐cerebeloso:	
  	
  

•   Aferencias	
  vestíbulo-­‐cerebelosas:	
  Se	
  inician	
  en	
  el	
  sistema	
  vestibular	
  del	
  oído	
  interno	
  y	
  llegan	
  al	
  

cerebelo	
  tanto	
  de	
  forma	
  directa	
  (primarias)	
  como	
  de	
  forma	
  indirecta	
  desde	
  los	
  núcleos	
  vesti-­‐

bulares	
  (secundarias).	
  En	
  ambos	
  casos	
  entran	
  al	
  cerebelo	
  desde	
  el	
  pedúnculo	
  cerebeloso	
  infe-­‐

rior	
  y	
  terminan	
  en	
  el	
  lóbulo	
  flóculo-­‐nodular	
  y	
  zonas	
  adyacentes	
  al	
  vermis	
  (Kotchabhakdi	
  y	
  Wal-­‐

berg,	
  1978;	
  Brodal	
  y	
  Brodal,	
  1985;	
  Barmack,	
  2003;	
  Meng	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

•   Aferencias	
   espino-­‐cerebelosas:	
   En	
   este	
   caso	
   también	
   podemos	
   diferenciar	
   un	
   tracto	
   espino-­‐

cerebeloso	
  dorsal	
  de	
  otro	
  ventral.	
  Los	
  cuerpos	
  celulares	
  se	
  localizan	
  a	
  diferentes	
  alturas	
  de	
  la	
  

médula	
  espinal	
  y	
  mantienen	
  una	
  organización	
  somatotópica,	
  por	
   lo	
  que	
  hay	
  una	
  segregación	
  

de	
  la	
  información	
  recibida	
  de	
  cada	
  parte	
  del	
  cuerpo.	
  El	
  tracto	
  espino-­‐cerebeloso	
  dorsal	
  lo	
  po-­‐

demos	
  dividir	
  en	
  dos	
  grupos	
  diferenciados:	
  uno	
  que	
  lleva	
  información	
  proveniente	
  de	
  los	
  hu-­‐

sos	
  musculares,	
  órganos	
  tendinosos	
  y	
  mecanorreceptores	
  cutáneos	
  de	
  bajo	
  umbral;	
  y	
  otro	
  con	
  

información	
  acerca	
  del	
  nivel	
  de	
  actividad	
  de	
  grupos	
  específicos	
  de	
  interneuronas	
  de	
  la	
  espina	
  

dorsal	
  (Oscarsson,	
  1969;	
  Walmsley	
  y	
  Nicol,	
  1990;	
  Tolbert	
  y	
  Knight,	
  2003).	
  Por	
  su	
  parte,	
  el	
  trac-­‐

to	
  espino-­‐cerebeloso	
  ventral,	
  al	
  contrario	
  que	
  el	
  dorsal,	
  entra	
  al	
  cerebelo	
  por	
  el	
  pedúnculo	
  su-­‐

perior.	
  

•   Aferencias	
   cortico-­‐cerebelosas:	
   La	
   corteza	
   cerebral	
   envía	
   sus	
   proyecciones	
   a	
   los	
   núcleos	
   del	
  

puente	
   a	
   través	
   del	
   tracto	
   córtico-­‐pontino,	
   desde	
   donde	
   se	
   envían	
   proyecciones	
   al	
   cerebelo	
  

mediante	
  el	
  tracto	
  ponto-­‐cerebeloso.	
  Estas	
  proyecciones	
  llegan	
  principalmente	
  a	
  los	
  hemisfe-­‐

rios	
  cerebelosos.	
  La	
  principal	
  tarea	
  de	
  los	
  núcleos	
  del	
  puente	
  es,	
  por	
  lo	
  tanto,	
  procesar	
  infor-­‐

mación	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebral	
  y	
  remitirla	
  a	
  la	
  corteza	
  cerebelosa.	
  Es	
  de	
  suponer	
  que	
  el	
  cerebelo	
  

recibe	
  información	
  sobre	
  los	
  movimientos	
  que	
  se	
  están	
  organizando	
  y	
  la	
  información	
  enviada	
  

desde	
  la	
  corteza	
  motora.	
  Además,	
  los	
  núcleos	
  del	
  puente	
  reciben	
  información	
  proveniente	
  del	
  

tálamo,	
  el	
  cual	
  recibe,	
  selecciona	
  y	
  envía	
  a	
  centros	
  de	
  procesamiento	
  superior	
  la	
  información	
  

procesada	
  (Sherman	
  y	
  Guillery,	
  1998;	
  Sherman,	
  2005).	
  Así,	
  diversos	
  autores	
  consideran	
  el	
  cir-­‐

cuito	
  que	
  se	
  establece	
  entre	
  la	
  corteza	
  prefrontal,	
  el	
  cerebelo	
  y	
  el	
  tálamo	
  como	
  la	
  base	
  neuro-­‐
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anatómica	
   que	
   relaciona	
   cerebelo	
   y	
   cognición	
   (Rakhmanina,	
   1976;	
   Tolbert,	
   1989;	
   Ramnani,	
  

2006;	
  Andreasen	
  y	
  Pierson,	
  2008;	
  Picard	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Las	
  numerosas	
  fibras	
  aferentes	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  pueden	
  dividirse	
  en	
  dos	
  categorías,	
  

fibras	
  musgosas	
   y	
   trepadoras,	
   que	
   difieren	
   en	
   la	
   forma	
   en	
   que	
   llegan	
   a	
   la	
   corteza	
   cerebelosa.	
  

Ambos	
  tipos	
  tienen	
  una	
  acción	
  sináptica	
  excitatoria,	
  muy	
  probablemente	
  mediada	
  por	
  glutamato	
  

(Barmack	
  y	
  Yakhnitsa,	
  2003;	
  Zhang	
  y	
  Linden,	
  2006).	
  Las	
  fibras	
  trepadoras	
  vienen	
  de	
  la	
  oliva	
  infe-­‐

rior,	
  mientras	
  que	
  las	
  fibras	
  aferentes	
  del	
  resto	
  de	
  núcleos	
  son	
  fibras	
  musgosas	
  (como	
  las	
  vestíbu-­‐

lo-­‐cerebelosas,	
  el	
  espino-­‐cerebeloso,	
  y	
   las	
   fibras	
  ponto-­‐cerebelosas;	
  Atkins	
  y	
  Apps,	
  1997;	
  Pijpers	
  

et	
  al.,	
  2006).	
  

Cada	
  una	
  de	
  las	
  fibras	
  musgosas	
  se	
  ramifica	
  extensamente	
  y	
  entra	
  en	
  contacto	
  con	
  un	
  gran	
  

número	
  de	
   granos	
   (Voogd	
  et	
   al.,	
   2003),	
   cada	
  uno	
  de	
   las	
   cuales,	
   a	
   su	
   vez,	
   contacta	
   con	
  muchas	
  

células	
  de	
  Purkinje.	
  Así,	
  cada	
  fibra	
  musgosa	
  influye	
  en	
  muchas	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  pero	
  el	
  efecto	
  

excitatorio	
  en	
  cada	
  una	
  es	
  débil	
  (Shinoda	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

Las	
  fibras	
  trepadoras	
  ascienden	
  hasta	
  la	
  capa	
  molecular,	
  donde	
  se	
  dividen	
  en	
  varias	
  ramifica-­‐

ciones,	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  cuales	
  “trepa”	
  por	
  las	
  dendritas	
  de	
  una	
  célula	
  de	
  Purkinje,	
  formando	
  nu-­‐

merosas	
  sinapsis.	
  Además,	
  cada	
  célula	
  de	
  Purkinje	
  recibe	
  sinapsis	
  de	
  una	
  única	
  fibra	
  trepadora.	
  De	
  

este	
  modo,	
  debido	
  a	
  los	
  numerosos	
  contactos	
  sinápticos	
  que	
  se	
  establecen,	
  la	
  despolarización	
  de	
  

una	
  fibra	
  trepadora	
  desencadena	
  una	
  ráfaga	
  de	
  potenciales	
  post-­‐sinápticos	
  en	
  diferentes	
  puntos	
  

de	
  una	
  célula	
  de	
  Purkinje	
  (Ito,	
  2006;	
  Ohtsuki	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Piochon	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

De	
  este	
  modo,	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  reciben	
  aferencias	
  de	
  las	
  fibras	
  musgosas	
  y	
  las	
  trepado-­‐

ras,	
  cada	
  una	
  con	
  diferentes	
  características.	
  Además,	
  las	
  señalizaciones	
  dentro	
  del	
  cerebelo	
  están	
  

influidas	
  por	
  numerosas	
   interneuronas	
  de	
   carácter	
   inhibitorio.	
   Éstas	
   son	
   inervadas	
   también	
  por	
  

impulsos	
  aferentes	
  y	
  sirven	
  para	
  aumentar	
   la	
  precisión	
  de	
   la	
   señalización	
   (Barmack	
  y	
  Yakhnitsa,	
  

2008;	
  Chu	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Eferencias	
  
La	
   corteza	
   cerebelosa	
   tiene	
   la	
  misma	
  estructura	
   en	
   todo	
  el	
   cerebelo	
   y	
   carece	
  de	
   fibras	
   de	
  

asociación	
  que	
  conecten	
  las	
  diferentes	
  regiones	
  (Ito,	
  2002b,	
  2006).	
  Además,	
  las	
  células	
  de	
  Purkin-­‐

je	
  son	
  las	
  únicas	
  que	
  envían	
  sus	
  axones	
  fuera	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa,	
  constituyendo	
  por	
  lo	
  tanto	
  

el	
  único	
  canal	
  eferente.	
  Éstas	
  contienen	
  GABA,	
  por	
   lo	
  que	
   inhiben	
  a	
   las	
  neuronas	
  con	
   las	
  cuales	
  

hacen	
  sinapsis	
  (De	
  Zeeuw	
  y	
  Berrebi,	
  1995;	
  Voogd	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Husson	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

La	
  gran	
  mayoría	
  de	
   los	
  axones	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  terminan	
  en	
   los	
  NCP	
  (de	
  hecho	
  se	
  

denominan	
  fibras	
  córtico-­‐nucleares;	
  Jansen	
  y	
  Brodal,	
  1940;	
  Haines	
  y	
  Koletar,	
  1979).	
  Las	
  neuronas	
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de	
  estos	
  núcleos	
  envían	
  la	
  información	
  a	
  los	
  diversos	
  destinos	
  sinápticos	
  del	
  cerebelo.	
  Los	
  núcleos	
  

cerebelosos	
  se	
  encuentran	
  encima	
  del	
  cuarto	
  ventrículo,	
  en	
  la	
  sustancia	
  blanca,	
  y	
  se	
  denominan:	
  

•   Núcleo	
  fastigio	
  

•   Núcleo	
  dentado	
  

•   Núcleo	
  interpuesto,	
  formado	
  por:	
  

Núcleo	
  globoso	
  

Núcleo	
  emboliforme	
  

Las	
   conexiones	
   córtico-­‐nucleares	
  están	
  organizadas	
   topográficamente,	
  de	
   forma	
  que	
   las	
   fi-­‐

bras	
  posteriores	
  y	
  anteriores	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  terminan	
  en	
  las	
  zonas	
  posteriores	
  y	
  anterio-­‐

res	
  de	
  los	
  núcleos	
  respectivamente.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  núcleos	
  envía	
  sus	
  proyecciones	
  

a	
   regiones	
   encefálicas	
   separadas	
   y	
   específicas	
   (Haines	
   y	
   Koletar,	
   1979;	
   Umetani	
   et	
   al.,	
   1986;	
  

Voogd	
  y	
  Ruigrok,	
  2004).	
  	
  

El	
  número	
  de	
  células	
  de	
  Purkinje	
  es	
  ampliamente	
  mayor	
  que	
  el	
  de	
  neuronas	
  en	
  los	
  núcleos	
  

cerebelosos.	
  Por	
  ello,	
  se	
  produce	
  una	
  convergencia	
  de	
  información	
  en	
  estos	
  últimos	
  del	
  orden	
  de	
  

30	
  a	
  1	
  (Voogd	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Las	
  células	
  de	
  estos	
  núcleos	
  tienen	
  actividad	
  espontánea	
  y	
  dado	
  que	
  

las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  son	
  de	
  naturaleza	
  inhibitoria	
  (GABAérgica),	
  dicha	
  actividad	
  espontánea	
  es	
  

un	
  requisito	
  previo	
  para	
  que	
  la	
  información	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  se	
  transmita	
  (un	
  aumento	
  en	
  

la	
  actividad	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  disminuye	
  la	
  tasa	
  de	
  disparo	
  de	
  las	
  células	
  nucleares;	
  Garin	
  y	
  

Escher,	
   2001;	
   Studler	
   et	
   al.,	
   2002).	
   En	
   este	
   sentido,	
   se	
   considera	
   que	
   las	
   células	
   de	
   los	
   núcleos	
  

cerebelosos	
  profundos	
   tienen	
  propiedades	
  de	
  marcapasos	
   (Ovsepian	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Además,	
  hay	
  

que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  algunas	
  de	
  las	
  proyecciones	
  que	
  terminan	
  en	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  (co-­‐

mo	
  las	
  proyecciones	
  espino-­‐cerebelosas	
  y	
  olivo-­‐cerebelosas)	
  envían	
  colaterales	
  (excitatorias)	
  a	
  los	
  

núcleos	
  cerebelosos,	
  las	
  cuales	
  son	
  excitatorias	
  (Shinoda	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Voogd	
  et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

Cualquier	
  cambio	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  produce	
  un	
  cambio	
  inmediato	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  

las	
   células	
   nucleares.	
   Así,	
   las	
   proyecciones	
   desde	
   los	
   núcleos	
   cerebelosos	
   reflejan	
   con	
   una	
   alta	
  

precisión	
  temporal	
  cualquier	
  pequeño	
  cambio	
  que	
  llegue	
  a	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  (De	
  Zeeuw	
  et	
  al.,	
  

2011;	
  Witter	
   et	
   al.,	
   2013).	
  Además,	
   los	
  hemisferios	
   cerebelosos	
   influyen	
  en	
   la	
  misma	
  mitad	
  del	
  

cuerpo,	
  es	
  decir	
  sus	
  proyecciones	
  son	
  ipsolaterales	
  (Haines	
  y	
  Koletar,	
  1979;	
  Small	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

Funciones	
  del	
  cerebelo	
  
La	
  principal	
  función	
  del	
  cerebelo	
  se	
  relaciona	
  con	
  la	
  respuesta	
  motora.	
  En	
  este	
  sentido,	
  el	
  ce-­‐

rebelo	
  sería	
  el	
  principal	
  centro	
  de	
  coordinación	
  del	
  movimiento,	
  mantenimiento	
  de	
   la	
  postura	
  y	
  

del	
  aprendizaje	
  motor	
   (Ito,	
  2002b,	
  2006;	
  Sillitoe	
  y	
   Joyner,	
  2007;	
  Galliano	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Como	
  ya	
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hemos	
  visto,	
  las	
  aferencias	
  recibidas	
  por	
  el	
  cerebelo	
  provienen	
  principalmente	
  del	
  sistema	
  vesti-­‐

bular	
   (esencial	
  para	
  el	
  mantenimiento	
  de	
   la	
  postura),	
  husos	
  neuromusculares,	
  órganos	
   tendino-­‐

sos,	
  mecanorreceptores	
   e	
   interneuronas	
   de	
   la	
  médula	
   espinal	
   (que	
   informan	
   al	
   cerebelo	
   de	
   la	
  

situación	
  en	
  la	
  que	
  se	
  encuentra	
  el	
  cuerpo)	
  y	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebral	
  (para	
  coordinar	
  los	
  movimien-­‐

tos	
  en	
  base	
  a	
  la	
  situación	
  del	
  propio	
  cuerpo).	
  Es	
  por	
  ello	
  que	
  la	
  principal	
  función	
  del	
  cerebelo	
  -­‐y	
  

hasta	
   hace	
   poco	
   considerada	
   como	
   la	
   única-­‐	
   es	
   la	
   coordinación	
   y	
   aprendizaje	
   de	
  movimientos	
  

(Bell,	
  2002;	
  Ito,	
  2002a;	
  Boyden	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Bell	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Hibi	
  y	
  Shimizu,	
  2012).	
  Sin	
  embargo,	
  

en	
  las	
  últimas	
  décadas	
  han	
  ido	
  surgiendo	
  cada	
  vez	
  más	
  datos	
  que	
  hacen	
  dudar	
  de	
  la	
  exclusividad	
  

de	
  esta	
   función.	
  La	
  primera	
  evidencia	
  sobre	
   la	
  posible	
   implicación	
  del	
  cerebelo	
  en	
   funciones	
  no	
  

motoras	
  vino	
  de	
   la	
  mano	
  de	
   la	
  electrofisiología.	
  De	
  este	
  modo,	
  se	
  observó	
  que	
   la	
  activación	
  del	
  

núcleo	
  fastigio	
  activa	
  a	
  su	
  vez	
  neuronas	
  del	
  hipocampo,	
  y	
  viceversa	
  (Newman	
  y	
  Reza,	
  1979).	
  Pos-­‐

teriormente	
   se	
   ha	
   observado	
   que	
   diferentes	
   patologías	
   no	
   asociadas	
   a	
   déficits	
  motores	
   tienen	
  

también	
  afectaciones	
  en	
  la	
  función	
  cerebelosa.	
  Por	
  ejemplo,	
  diferentes	
  estudios	
  de	
  neuroimagen	
  

de	
  pacientes	
  con	
  autismo	
  han	
  demostrado	
  que	
  éstos	
  tienen	
  alteraciones	
  tanto	
  morfológicas	
  como	
  

funcionales	
  del	
  cerebelo.	
  Entre	
  otros	
  aspectos,	
  estos	
  déficits	
  en	
  la	
  función	
  cerebelosa	
  se	
  han	
  rela-­‐

cionado	
   con	
   trastornos	
   de	
   la	
   comunicación	
   y	
   de	
   la	
   interacción	
   social	
   (Fatemi	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Sch-­‐

mahmann,	
  2004;	
  Tavano	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Ito,	
  2008).	
  También	
  se	
  ha	
  observado	
  en	
  estudios	
  postmór-­‐

tem	
  que	
  personas	
  diagnosticadas	
  de	
  autismo	
  tienen	
  una	
  densidad	
  de	
  células	
  de	
  Purkinje	
  menor	
  

que	
  la	
  normal	
  (Palmen	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Whitney	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Yip	
  et	
  al.,	
  2008;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  

Asimismo,	
  en	
  pacientes	
  con	
  esquizofrenia	
  se	
  han	
  observado	
  alteraciones	
  de	
  la	
  actividad	
  cerebelo-­‐

sa	
  al	
  realizar	
  diferentes	
  tareas	
  cognitivas	
  mediante	
  pruebas	
  de	
  neuroimagen	
  (Levitt	
  et	
  al.,	
  1999;	
  

Andreasen	
  y	
  Pierson,	
  2008;	
  Picard	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

Con	
  la	
  intención	
  de	
  dilucidar	
  la	
  implicación	
  del	
  cerebelo	
  en	
  las	
  tareas	
  cognitivas,	
  se	
  han	
  lle-­‐

vado	
  a	
  cabo	
  en	
  los	
  últimos	
  años	
  diferentes	
  estudios	
  con	
  modelos	
  animales.	
  Estos	
  modelos	
  anima-­‐

les	
  son	
  tremendamente	
  variados,	
  al	
   igual	
  que	
   lo	
  que	
  sucede	
  con	
   los	
  realizados	
  en	
  humanos.	
  Sin	
  

embargo,	
  dado	
  que	
  en	
  gran	
  medida	
   las	
  diferentes	
   tareas	
  cognitivas	
  usadas	
  con	
  pacientes	
  o	
  con	
  

animales	
  de	
  experimentación	
   tienen	
  un	
  componente	
  motor,	
  es	
  difícil	
  discernir	
   la	
   influencia	
  que	
  

tiene	
  el	
  cerebelo	
  en	
  la	
  actividad	
  cognitiva	
  en	
  sí	
  misma	
  de	
  la	
  que	
  influye	
  en	
  la	
  articulación	
  motora.	
  

No	
   obstante,	
   cabe	
   destacar	
   el	
   estudio	
   de	
   (Galliano	
   et	
   al.,	
   2013)	
   en	
   el	
   que	
   se	
   alteran	
   contactos	
  

sinápticos	
  puntuales	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  de	
  ratones	
  mediante	
  modificaciones	
  genéticas:	
  al	
  

eliminar	
  funcionalmente	
  sinapsis	
  específicas	
  por	
  separado	
  no	
  observaron	
  en	
  ningún	
  caso	
  cambios	
  

significativos	
  en	
  tareas	
  cognitivas.	
  

Algunas	
  alteraciones	
  cognitivas	
  relacionadas	
  con	
  el	
  cerebelo	
  se	
  sabe	
  que	
  tienen	
  su	
  base	
  en	
  

procesos	
  celulares	
  muy	
  determinados.	
  Por	
  ejemplo,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  la	
  existencia	
  de	
  alteracio-­‐
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nes	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  las	
  neuronas	
  cerebelosas	
  tanto	
  en	
  modelos	
  animales	
  como	
  humanos	
  

con	
  enfermedades	
  psiquiátricas.	
  Efectivamente,	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  la	
  eliminación	
  del	
  complejo	
  

proteico	
  TSC1/TSC2,	
  implicado	
  en	
  el	
  transporte	
  microtubular	
  (Jiang	
  y	
  Yeung,	
  2006),	
  produce	
  alte-­‐

raciones	
   cognitivas	
   asociadas	
   al	
   autismo	
   con	
   una	
   importante	
   afectación	
   cerebelosa	
   (Tsai	
   et	
   al.,	
  

2012).	
   Del	
  mismo	
  modo,	
   la	
   eliminación	
   de	
   la	
   proteína	
   asociada	
   a	
   los	
  microtúbulos	
   6	
   (MAP6	
   o	
  

STOP3)	
  en	
  ratones	
  produce	
  alteraciones	
  asociadas	
  a	
  la	
  esquizofrenia	
  (Andrieux	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Volle	
  

et	
  al.,	
  2013;	
  Daoust	
  et	
  al.,	
  2014),	
  así	
  como	
  alteraciones	
  en	
  el	
  cerebelo	
  (Eastwood	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Por	
  

otro	
  lado,	
  se	
  ha	
  observado	
  en	
  tejido	
  postmórtem	
  de	
  pacientes	
  con	
  esquizofrenia	
  alteraciones	
  en	
  

proteínas	
  asociadas	
  a	
   los	
  microtúbulos	
   (SNAP-­‐25),	
  en	
  este	
  caso	
   relacionadas	
  con	
   la	
  actividad	
  si-­‐

náptica	
  (Mukaetova-­‐Ladinska	
  et	
  al.,	
  2002).	
  	
  

Como	
  veremos	
  más	
  adelante	
  con	
  mayor	
  precisión,	
  se	
  ha	
  descrito	
  en	
  los	
  últimos	
  años	
  que	
  los	
  

microtúbulos	
  pueden	
  ser	
  modificados	
  por	
  la	
  propia	
  actividad	
  de	
  las	
  neuronas	
  (Rakic	
  et	
  al.,	
  1996;	
  

Manent	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Y	
  más	
  precisamente,	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  se	
  ha	
  relacionado	
  con	
  el	
  

crecimiento	
  axonal	
  y	
  la	
  estabilidad	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Otras	
  funciones	
  del	
  cerebelo	
  
Como	
  acabamos	
  de	
   indicar,	
  han	
   ido	
  surgiendo	
  numerosos	
  datos	
  que	
  cuestionan	
   la	
   idea	
  de	
  

una	
  función	
  exclusivamente	
  motora	
  del	
  cerebelo.	
  Los	
  primeros	
  indicios	
  surgen	
  en	
  la	
  década	
  de	
  los	
  

‘60	
   con	
  el	
   descubrimiento	
  del	
   tracto	
   cerebro-­‐cerebeloso	
   (Evarts	
   y	
   Thach,	
   1969;	
  Kemp	
  y	
  Powell,	
  

1971).	
  Posteriormente,	
  se	
  observó	
  que	
  la	
  actividad	
  electrofisiológica	
  del	
  cerebelo	
  evocaba	
  poten-­‐

ciales	
   de	
   acción	
   en	
   las	
   neuronas	
   hipocampales,	
   lo	
   que	
   sucedía	
   también	
   en	
   sentido	
   contrario	
  

(Newman	
  y	
  Reza,	
  1979).	
  Ya	
  en	
  la	
  década	
  de	
  los	
  ‘80	
  y	
  los	
  ‘90,	
  la	
  aparición	
  de	
  las	
  técnicas	
  de	
  neuro-­‐

imagen	
  supuso	
  un	
  gran	
  avance	
  en	
  la	
  comprensión	
  de	
  la	
  función	
  de	
  diferentes	
  estructuras	
  en	
  ta-­‐

reas	
   cognitivo/afectivas.	
  Empleando	
  estas	
   técnicas,	
  diferentes	
  estudios	
   clínicos	
  han	
  demostrado	
  

que	
  en	
  sujetos	
  normales	
  hay	
  una	
  activación	
  cerebelosa	
  durante	
   la	
  realización	
  de	
  ese	
  tipo	
  de	
  ta-­‐

reas	
  (ver	
  Fig.	
  5;	
  Petersen	
  et	
  al.,	
  1988;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Weis	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Al	
  mismo	
  tiempo,	
  la	
  me-­‐

joría	
  en	
   las	
   técnicas	
  de	
   trazado	
  ha	
  permitido	
  demostrar	
   la	
  conexión	
  del	
   cerebelo	
  con	
   la	
  corteza	
  

prefrontal	
  (Kelly	
  y	
  Strick,	
  2003).	
  Precisamente	
  esta	
  estructura	
  se	
  ha	
  relacionado	
  con	
  la	
  integración	
  

sensorial	
  y	
   la	
  planificación	
  de	
  comportamientos	
  complejos	
   (Siddiqui	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Por	
  otro	
   lado,	
  

diferentes	
   trastornos	
  psiquiátricos	
  se	
  han	
  relacionado	
  con	
  alteraciones	
  cerebelosas,	
  como	
   la	
  es-­‐

quizofrenia,	
   los	
   trastornos	
  de	
   tipo	
  autista	
  y	
  el	
   síndrome	
  de	
  Niemann-­‐Pick	
   (Armstrong,	
  2001;	
   Jo-­‐

seph	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Walkley	
  y	
  Suzuki,	
  2004;	
  Bauman	
  y	
  Kemper,	
  2005;	
  Andreasen	
  y	
  Pierson,	
  2008).	
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Estos	
  estudios	
  han	
  demostrado	
  que	
  la	
  actividad	
  cerebelosa	
  de	
  sujetos	
  diagnosticados	
  con	
  dichas	
  

enfermedades	
  está	
  alterada	
  al	
  realizar	
  tareas	
  cognitivo/afectivas.	
  Es	
  más,	
  una	
  de	
  las	
  alteraciones	
  

descrita	
  más	
  ampliamente	
  en	
  sujetos	
  con	
  trastornos	
  de	
  tipo	
  autista	
  es	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  densi-­‐

dad	
  de	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo	
  (Bauman	
  y	
  Kemper,	
  2005).	
  Todos	
  estos	
  datos	
  han	
  llevado	
  

a	
  diversos	
  autores	
  a	
  considerar	
  el	
  cerebelo	
  como	
  una	
  estructura	
  esencial	
  en	
  la	
  integración	
  y	
  pro-­‐

cesamiento	
   de	
   información	
   cognitivo/afectiva.	
   Así,	
   en	
   1998	
   los	
   Dres.	
   Schmahmann	
   y	
   Sherman	
  

propusieron	
  que	
  el	
   cerebelo	
   tendría	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
   la	
  coordinación	
  de	
   respuestas	
  de	
   tipo	
  

cognitivo	
  y	
  afectivo,	
  acuñando	
  el	
  término	
  “síndrome	
  cognitivo-­‐afectivo	
  cerebeloso”	
  para	
  aquellas	
  

patologías	
  en	
  las	
  que	
  las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  fueran	
  la	
  causa	
  de	
  defectos	
  cognitivo/afectivos	
  

(Schmahmann	
  y	
  Sherman,	
  1998;	
  Schmahmann,	
  2001).	
  

	
  

Figura	
  5:	
  Cortes	
  coronales	
  del	
  cerebelo	
  en	
  los	
  que	
  se	
  puede	
  observar	
  la	
  distribución	
  topográfica	
  de	
  la	
  actividad	
  cerebe-­‐
losa	
  durante	
  la	
  realización	
  de	
  diferentes	
  tareas	
  cognitivo/afectivas,	
  de	
  acuerdo	
  con	
  técnicas	
  de	
  neuroimagen	
  funcional.	
  
Modificado	
  de	
  Bernard	
  y	
  Mittal,	
  2014.	
  

	
  

Sin	
   embargo,	
   los	
   estudios	
   con	
  modelos	
   animales	
   no	
   han	
   conseguido	
   determinar	
   concreta-­‐

mente	
  la	
  relación	
  entre	
  el	
  cerebelo	
  y	
  los	
  procesos	
  cognitivos.	
  Aunque	
  diferentes	
  estudios	
  anima-­‐

les	
   han	
   determinado	
   la	
   conectividad	
   del	
   cerebelo	
   con	
   estructuras	
   relacionadas	
   con	
   la	
   función	
  

cognitiva	
   (Newman	
  y	
  Reza,	
  1979;	
  Kelly	
  y	
  Strick,	
  2003),	
  muy	
  pocos	
  han	
  conseguido	
  dilucidar	
  una	
  

relación	
  puramente	
  funcional	
  entre	
  el	
  cerebelo	
  y	
  la	
  cognición.	
  Una	
  de	
  las	
  principales	
  limitaciones	
  

encontradas	
  en	
  este	
  tipo	
  de	
  estudios	
  ha	
  sido	
  la	
  dificultad	
  a	
  la	
  hora	
  de	
  aislar	
  las	
  alteraciones	
  cere-­‐

belosas	
  de	
  las	
  ocurridas	
  en	
  otras	
  estructuras	
  (Lalonde	
  y	
  Strazielle,	
  2003;	
  Sacchetti	
  et	
  al.,	
  2004).	
  No	
  

obstante,	
  las	
  nuevas	
  técnicas	
  de	
  ingeniería	
  genética	
  han	
  abierto	
  un	
  nuevo	
  camino	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  

la	
  función	
  cerebelosa.	
  Así,	
  se	
  ha	
  visto	
  que	
  alteraciones	
  genéticas	
  concretas	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purki-­‐

nje	
  del	
  cerebelo	
  inducen	
  su	
  muerte	
  y	
  un	
  comportamiento	
  de	
  tipo	
  autista	
  en	
  ratones	
  (Tsai	
  et	
  al.,	
  

2012).	
  Por	
  otra	
  parte,	
  las	
  alteraciones	
  específicas	
  en	
  conexiones	
  sinápticas	
  recibidas	
  por	
  las	
  célu-­‐

las	
  de	
  Purkinje	
  no	
  parecen	
  alterar	
  el	
  comportamiento	
  no	
  motor	
  (Galliano	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Por	
  tanto,	
  

parece	
  que	
  para	
  alterar	
  el	
  comportamiento	
  cognitivo	
  serían	
  necesarias	
  alteraciones	
  diferentes	
  a	
  

aquéllas	
  que	
  afectan	
  exclusivamente	
  a	
  la	
  entrada	
  de	
  información	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
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Además,	
  tanto	
  los	
  estudios	
  clínicos	
  como	
  preclínicos	
  realizados	
  al	
  respecto	
  se	
  han	
  llevado	
  a	
  

cabo	
   exclusivamente	
   una	
   vez	
   que	
   las	
   alteraciones	
   cerebelosas	
   han	
   tenido	
   lugar	
   (Martin	
   et	
   al.,	
  

2003;	
   Porras-­‐García	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Tsai	
   et	
   al.,	
   2012),	
   lo	
   que	
   dificulta	
   entender	
   la	
   posible	
   relación	
  

entre	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  y	
  trastornos	
  cognitivo/afectivos.	
  Es	
  más,	
  la	
  comprensión	
  de	
  cómo	
  

el	
  progreso	
  de	
  dichas	
  alteraciones	
  afecta	
  de	
  manera	
  gradual	
  a	
  la	
  función	
  cognitiva	
  permitiría	
  en-­‐

tender	
   la	
   relación	
  entre	
   los	
  diferentes	
  elementos	
  del	
   cerebelo	
   con	
  diferentes	
   tareas	
  de	
   tipo	
  no	
  

motor.	
  Por	
  ello,	
  uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  ha	
  sido	
  analizar	
  este	
  progreso	
  

en	
   un	
  modelo	
   animal	
   de	
   degeneración	
   cerebelosa	
   selectiva,	
   que	
   describiremos	
   en	
   detalle	
  más	
  

adelante.	
  	
  

Desarrollo	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  
El	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  es	
  bastante	
  temprano,	
  una	
  vez	
  diferenciado	
  el	
  metencé-­‐

falo.	
  Es	
  en	
  ese	
  momento	
  cuando	
  se	
  inician	
  los	
  primeros	
  pasos	
  para	
  la	
  formación	
  de	
  los	
  hemisfe-­‐

rios	
  cerebelosos	
  y	
  el	
  vermis	
  (Sotelo,	
  2004;	
  Hibi	
  y	
  Shimizu,	
  2012;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  Aunque	
  los	
  

primeros	
  precursores	
  neuronales	
  comienzan	
  a	
  formarse	
  durante	
  el	
  periodo	
  embrionario,	
  en	
  algu-­‐

nos	
  casos	
  este	
  proceso	
  se	
  mantiene	
  de	
  forma	
  postnatal,	
  tal	
  y	
  como	
  veremos	
  más	
  adelante	
  (Sote-­‐

lo,	
  2004;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  De	
  este	
  modo,	
  las	
  primeras	
  neuronas	
  en	
  formarse	
  corresponden	
  

a	
  las	
  de	
  los	
  NCP,	
  las	
  cuales	
  provienen	
  de	
  los	
  labios	
  rómbicos	
  y	
  de	
  la	
  zona	
  ventricular.	
  Esta	
  diferen-­‐

cia	
  en	
  el	
  origen	
  de	
  las	
  neuronas	
  de	
  los	
  NCP	
  va	
  a	
  determinar	
  posteriormente	
  el	
  tipo	
  de	
  migración,	
  

tangencial	
  o	
  radial,	
  respectivamente.	
  Posteriormente	
  comienzan	
  a	
  formarse	
  las	
  células	
  de	
  Purkin-­‐

je,	
  los	
  granos	
  y	
  finalmente	
  las	
  interneuronas	
  de	
  la	
  capa	
  molecular	
  (células	
  estrelladas	
  y	
  en	
  cesto).	
  

Al	
  mismo	
  tiempo	
  que	
  se	
  van	
  formando	
  los	
  diferentes	
  tipos	
  neuronales,	
  se	
  produce	
  la	
   llegada	
  de	
  

las	
   fibras	
  musgosas	
  y	
   trepadoras	
   (Sillitoe	
  y	
   Joyner,	
  2007;	
  Sudarov	
  y	
   Joyner,	
  2007;	
  Kaneko	
  et	
  al.,	
  

2011;	
   Fujishima	
  et	
   al.,	
   2012).	
   El	
   proceso	
  de	
  migración	
  de	
   las	
  neuronas	
  del	
   cerebelo	
   se	
  produce	
  

principalmente	
  de	
  forma	
  postnatal.	
  De	
  este	
  modo,	
  no	
  es	
  hasta	
  alrededor	
  de	
  los	
  20	
  días	
  postnata-­‐

les	
  (P20)	
  cuando	
  el	
  cerebelo	
  alcanza	
  ya	
  prácticamente	
  su	
  conformación	
  adulta	
  (ver	
  Fig.	
  6;	
  White	
  y	
  

Sillitoe,	
  2013).	
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Figura	
   6:	
   Línea	
   temporal	
   del	
   desarrollo	
   del	
   cerebelo.	
   a)	
   Esquema	
   indicativo	
   de	
   los	
   principales	
   eventos	
  morfológicos,	
  
celulares	
   y	
   sinápticos	
   en	
   el	
   desarrollo	
   del	
   cerebelo.	
   b)	
   Desarrollo	
   externo	
   del	
   cerebelo	
   desde	
   estadios	
   embrionarios	
  
hasta	
   su	
   completa	
   formación	
   en	
   el	
   ratón	
   adulto.	
  Nótese	
   la	
   formación	
   progresiva	
   de	
   lóbulos	
   y	
   circunvoluciones.	
   CFs:	
  
Fibras	
  trepadoras;	
  EGL:	
  Capa	
  granular	
  externa;	
  GCs:	
  Granos;	
  MF:	
  Fibras	
  musgosas;	
  ML:	
  Capa	
  molecular;	
  PCs:	
  Células	
  de	
  
Purkinje;	
  ZNT:	
  Zona	
  nuclear	
  transitoria.	
  Modificado	
  de	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013.	
  

	
  

Desarrollo	
  macroscópico	
  
El	
  desarrollo	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  comienza	
  de	
  forma	
  prenatal,	
  iniciándose	
  con	
  la	
  delimi-­‐

tación	
  de	
   la	
   estructura	
  macroscópica,	
   es	
   decir	
   los	
   dos	
  hemisferios	
   y	
   el	
   vermis.	
   Esta	
   división	
   co-­‐

mienza	
  a	
  partir	
  de	
  los	
  9	
  días	
  de	
  desarrollo	
  embrionario	
  (E9),	
  extendiéndose	
  hasta	
  E17,	
  momento	
  

en	
  el	
  que	
  comienzan	
  a	
  establecerse	
  los	
  lóbulos	
  cardinales	
  a	
  partir	
  de	
  las	
  fisuras	
  primarias	
  (Sudarov	
  

y	
   Joyner,	
  2007;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  Este	
  proceso	
   termina	
  a	
   los	
  pocos	
  días	
  del	
  nacimiento.	
  A	
  

partir	
  de	
  este	
  momento	
  se	
  inicia	
  la	
  formación	
  de	
  los	
  diferentes	
  lóbulos	
  del	
  cerebelo.	
  Éstos	
  se	
  for-­‐

man	
  a	
  partir	
  de	
  los	
  lóbulos	
  cardinales,	
  concretamente	
  a	
  raíz	
  de	
  la	
  formación	
  de	
  fisuras	
  que	
  dividi-­‐

rán	
   dichos	
   lóbulos	
   (Sudarov	
   y	
   Joyner,	
   2007).	
   Todo	
   ello	
   desencadena	
   un	
   crecimiento	
   rápido	
   del	
  

cerebelo.	
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Desarrollo	
  neuronal	
  y	
  sináptico	
  
Poco	
  después	
  de	
  comenzar	
  la	
  delimitación	
  anatómica	
  del	
  cerebelo,	
  en	
  torno	
  a	
  E10,	
  empiezan	
  

a	
   formarse	
   los	
  primeros	
  precursores	
  neuronales	
  en	
  el	
   rombómero	
  1,	
  que	
  posteriormente	
  darán	
  

lugar	
  a	
  los	
  diferentes	
  tipos	
  neuronales	
  del	
  cerebelo	
  (White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  Las	
  primeras	
  neuronas	
  

en	
   formarse	
   son	
   las	
   pertenecientes	
   a	
   los	
   NCP,	
   y	
   posteriormente	
   comienza	
   la	
   formación	
   de	
   las	
  

células	
  de	
  Purkinje,	
  alrededor	
  de	
  E12.	
  Una	
  vez	
  formadas,	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  comienzan	
  el	
  pro-­‐

ceso	
  de	
  migración	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  ubicarse	
  en	
  lo	
  que	
  posteriormente	
  será	
  la	
  capa	
  de	
  las	
  células	
  

de	
  Purkinje,	
  que	
  se	
  forma	
  completamente	
  como	
  una	
  mono-­‐capa	
  alrededor	
  de	
  P7.	
  La	
  migración	
  de	
  

las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  es	
  de	
  tipo	
  radial,	
  y	
  es	
  guiada	
  por	
  la	
  glía	
  de	
  Bergmann,	
  que	
  determinará	
  la	
  

posición	
  final	
  de	
  estas	
  neuronas	
  (Morales	
  y	
  Hatten,	
  2006).	
  A	
  esta	
  misma	
  edad	
  las	
   interneuronas	
  

de	
  la	
  capa	
  molecular	
  terminan	
  de	
  diferenciarse	
  y	
  comienza	
  la	
  migración	
  de	
  los	
  granos,	
  cuyos	
  pre-­‐

cursores	
  se	
  localizan	
  en	
  la	
  capa	
  granular	
  externa,	
  una	
  lámina	
  ubicada	
  por	
  encima	
  de	
  la	
  capa	
  mole-­‐

cular	
  (White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  De	
  este	
  modo,	
  gran	
  parte	
  del	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  se	
  produce	
  de	
  

forma	
  postnatal.	
  	
  

Durante	
   las	
   dos	
   primeras	
   semanas	
   de	
   desarrollo	
   postnatal	
   el	
   cerebelo	
   adquiere	
   su	
   forma	
  

adulta,	
  formándose	
  las	
  tres	
  capas	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  (Sotelo,	
  2004;	
  Sudarov	
  y	
  Joyner,	
  2007;	
  

White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  Todo	
  este	
  proceso	
  está	
  perfectamente	
  sincronizado	
  ya	
  que	
  al	
  tiempo	
  que	
  

las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  desarrollan	
  y	
  extienden	
  su	
  árbol	
  dendrítico	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  capa	
  molecular,	
  

la	
  capa	
  granular	
  externa	
  va	
  disminuyendo	
  su	
  espesor	
  hasta	
  desaparecer	
  alrededor	
  de	
  P15	
  (Sotelo,	
  

2004;	
  Sudarov	
  y	
  Joyner,	
  2007;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  Esto	
  implica	
  que	
  la	
  migración	
  de	
  los	
  granos	
  

desde	
   la	
  capa	
  granular	
  externa	
  hasta	
   la	
  capa	
  de	
   los	
  granos	
  está	
   íntimamente	
  relacionada	
  con	
  el	
  

propio	
  desarrollo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  tal	
  y	
  como	
  puede	
  observarse	
  en	
  la	
  Fig.	
  7.	
  	
  

Figura	
   7:	
  Representación	
   del	
   desarrollo	
   de	
   la	
   corteza	
   cerebelosa:	
   a)	
   primera	
   semana	
  post-­‐natal;	
   b)	
   segunda	
   semana	
  
post-­‐natal;	
   c)	
   adulta.	
  Puede	
  observarse	
   cómo	
  a	
  medida	
  que	
   se	
  desarrolla	
   la	
  arborización	
  dendrítica	
  de	
   las	
   células	
  de	
  
Purkinje	
   la	
  capa	
  molecular	
  crece	
  al	
  unísono,	
  mientras	
  que	
   la	
  capa	
  granular	
  externa	
  va	
  desapareciendo.	
  Asimismo,	
   los	
  
precursores	
  de	
  los	
  granos	
  van	
  migrando	
  desde	
  la	
  capa	
  granular	
  externa.	
  Modificado	
  de	
  Van	
  Welie	
  et	
  al.,	
  2011.	
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A	
  partir	
  de	
  P21,	
  una	
  vez	
  que	
  todas	
  las	
  neuronas	
  del	
  cerebelo	
  se	
  han	
  formado	
  y	
  posicionado	
  

en	
   la	
  corteza	
  cerebelosa,	
  comienza	
   la	
   fase	
   final	
  de	
   la	
  sinaptogénesis.	
  Durante	
  este	
  periodo,	
  que	
  

finaliza	
  alrededor	
  de	
  P40,	
  se	
  produce	
  una	
  remodelación	
  de	
  las	
  sinapsis	
  del	
  cerebelo.	
  Este	
  proceso	
  

conlleva	
  no	
  sólo	
  la	
  formación	
  de	
  nuevos	
  contactos	
  neuronales,	
  sino	
  también,	
  y	
  en	
  mayor	
  medida,	
  

la	
  eliminación	
  de	
  otras	
  sinapsis	
  (Kohsaka	
  et	
  al.,	
  1988;	
  Hamori	
  et	
  al.,	
  1997;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  

En	
   este	
   sentido,	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   inicialmente	
   son	
   inervadas	
   por	
   varias	
   fibras	
   trepadoras,	
  

pero	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  algunas	
  de	
  las	
  sinapsis	
  van	
  perdiendo	
  fuerza	
  lo	
  que	
  lleva	
  a	
  la	
  desapari-­‐

ción	
  de	
  dichos	
  contactos	
  sinápticos	
  (Hashimoto	
  y	
  Kano,	
  2005;	
  Kaneko	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Fujishima	
  et	
  al.,	
  

2012).	
   Finalmente,	
   casi	
   todas	
   las	
   fibras	
   trepadoras	
   que	
   contactaban	
   con	
  una	
   célula	
   de	
   Purkinje	
  

desaparecen,	
   quedando	
   únicamente	
   un	
   contacto	
   sináptico	
   entre	
   una	
  única	
   fibra	
   trepadora	
   con	
  

una	
  célula	
  de	
  Purkinje	
  (Kaneko	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Fujishima	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Todo	
  esto	
   implica	
  no	
  sólo	
   la	
  

remodelación	
  de	
  las	
  sinapsis,	
  sino	
  que	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  también	
  se	
  produce	
  

una	
  remodelación	
  de	
  su	
  árbol	
  dendrítico	
  (McKay	
  y	
  Turner,	
  2005;	
  Kaneko	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

EL	
  RATÓN	
  MUTANTE	
  PCD	
  
Los	
  modelos	
   animales	
   constituyen	
   una	
   herramienta	
   esencial	
   para	
   el	
   estudio	
   de	
   diferentes	
  

enfermedades	
  humanas,	
  tales	
  como	
  la	
  neurodegeneración,	
  así	
  como	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  nuevas	
  

terapias	
  farmacológicas.	
  Los	
  avances	
  producidos	
  en	
  Biomedicina	
  en	
  el	
  último	
  siglo	
  han	
  permitido	
  

generar	
  modelos	
  cada	
  vez	
  más	
  específicos	
  de	
  prácticamente	
  todas	
  las	
  enfermedades	
  humanas,	
  ya	
  

sea	
  induciendo	
  dichas	
  enfermedades	
  farmacológicamente	
  o	
  a	
  través	
  de	
  modificaciones	
  genéticas.	
  

No	
  obstante,	
  los	
  modelos	
  inducidos	
  suelen	
  estar	
  dirigidos	
  a	
  la	
  comprensión	
  de	
  un	
  aspecto	
  especí-­‐

fico	
  de	
  dichas	
  enfermedades,	
  como	
  la	
  función	
  de	
  una	
  proteína	
  concreta,	
  una	
  enzima,	
  un	
  gen,	
  etc.	
  

Por	
  esta	
  razón,	
  los	
  modelos	
  no	
  inducidos,	
  es	
  decir,	
  aquellos	
  modelos	
  animales	
  que	
  surgen	
  de	
  ma-­‐

nera	
  espontánea	
  y	
  natural,	
  y	
  mimetizando	
  alguna	
  enfermedad,	
  son	
  esenciales	
  para	
  una	
  compren-­‐

sión	
  global	
  de	
  todas	
  estas	
  patologías.	
  

El	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  (Purkinje	
  Cell	
  Degeneration),	
  es	
  un	
  modelo	
  animal	
  de	
  neurodegenera-­‐

ción	
  cerebelosa	
  que	
  apareció	
  de	
  forma	
  espontánea	
  en	
  los	
  años	
  70	
  (Mullen	
  et	
  al.,	
  1976).	
  Aunque	
  la	
  

mutación	
  pcd	
  afecta	
  a	
  diferentes	
  tipos	
  neuronales	
  del	
  SNC,	
  es	
   la	
  degeneración	
  de	
   las	
  células	
  de	
  

Purkinje	
  del	
  cerebelo	
   la	
  que	
  causa	
  un	
  fenotipo	
  más	
   llamativo,	
  caracterizado	
  por	
  una	
  ataxia	
  muy	
  

severa	
  (Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007).	
  Es	
  por	
  ello	
  que	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  destaca	
  

como	
  un	
  excelente	
  modelo	
  para	
  el	
  estudio	
  de	
  procesos	
  neurodegenerativos	
  y	
  de	
  ataxia	
  cerebelo-­‐

sa.	
  Sin	
  embargo,	
  hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  degeneración	
  cerebelosa	
  comienza	
  a	
  edades	
  muy	
  

tempranas,	
  cuando	
  el	
  cerebelo	
  está	
  finalizando	
  su	
  desarrollo,	
  y	
  que	
  se	
  produce	
  de	
  manera	
  aisla-­‐
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da,	
  es	
  decir,	
  sin	
  afectación	
  conocida	
  de	
  otras	
  estructuras	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  (Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  

Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a).	
  Por	
  tanto,	
  el	
  ratón	
  PCD	
  destaca	
  también	
  como	
  un	
  excelente	
  modelo	
  para	
  

el	
  estudio	
  de	
  trastornos	
  del	
  desarrollo	
  en	
  el	
  cerebelo.	
  

Mutación	
  pcd	
  
La	
   mutación	
   pcd	
   surgió	
   de	
   manera	
   espontánea	
   en	
   la	
   estirpe	
   C57BR/cdj	
   del	
   ratón	
   (Mus	
  

musculus	
  L.	
  1758;	
  Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007).	
  Esta	
  mutación	
  se	
  localiza	
  en	
  el	
  cro-­‐

mosoma	
  13	
  del	
   ratón	
   y	
   se	
  define	
   como	
  autosómica	
   recesiva,	
   afectando	
  al	
   gen	
  Nna14/Agtpbp15	
  

(Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Este	
  gen	
  codifica	
  la	
  proteína	
  NNA1/CCP16	
  

(proteína	
   1	
   nuclear	
   del	
   sistema	
   nervioso	
   inducida	
   por	
   axotomía/carboxipeptidasa	
   citosólica	
   1),	
  

que	
  se	
  ha	
  asociado	
  con	
  procesos	
  de	
  diferenciación	
  y	
  regeneración	
  axonal	
  (Harris	
  et	
  al.,	
  2000),	
  y	
  su	
  

localización	
  es	
  tanto	
  citoplasmática	
  como	
  nuclear	
  (Harris	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  

2002).	
  El	
  gen	
  Nna1/Agtpbp1	
  se	
  describió	
  inicialmente	
  como	
  un	
  gen	
  cuya	
  expresión	
  se	
  induce	
  por	
  

la	
  axotomía	
  de	
  motoneuronas	
  y	
  de	
  ahí	
  su	
  nombre.	
  Además,	
  dado	
  que	
  el	
  pico	
  de	
  expresión	
  del	
  gen	
  

Nna1	
  se	
  produce	
  al	
  tiempo	
  que	
  se	
  ponen	
  en	
  marcha	
  los	
  mecanismos	
  de	
  regeneración	
  y	
  reinerva-­‐

ción	
  axonal	
  de	
  las	
  motoneuronas,	
  se	
  ha	
  hipotetizado	
  que	
  su	
  función	
  podría	
  estar	
  relacionada	
  con	
  

procesos	
  de	
  regeneración	
  axonal	
  (Harris	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

Los	
  mecanismos	
  de	
  acción	
  de	
  la	
  proteína	
  sintetizada	
  por	
  el	
  gen	
  Nna1	
  eran	
  hasta	
  hace	
  poco	
  

desconocidos.	
  Recientemente	
  se	
  ha	
  demostrado	
  la	
  implicación	
  de	
  la	
  proteína	
  sintetizada	
  a	
  partir	
  

del	
   gen	
  Nna1,	
   la	
   proteína	
   CCP1,	
   en	
   las	
   modificaciones	
   postraduccionales	
   de	
   los	
   microtúbulos,	
  

concretamente	
  en	
  la	
  des-­‐poliglutamilación	
  de	
  la	
  α-­‐tubulina	
  (Kalinina	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Rodríguez	
  de	
  la	
  

Vega	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010).	
  De	
  este	
  modo,	
  parece	
  ser	
  que	
  el	
  proceso	
  neurodegene-­‐

rativo	
  derivado	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  está	
  estrechamente	
  relacionado	
  con	
  alteraciones	
  en	
  los	
  micro-­‐

túbulos,	
   concretamente	
  con	
  un	
  exceso	
  de	
  poliglutamilación.	
  Durante	
  el	
  proceso	
  de	
  maduración	
  

neuronal	
  se	
  producen	
  cambios	
  estructurales	
  en	
   los	
  microtúbulos	
   (Faivre	
  et	
  al.,	
  1985;	
  Sakakibara	
  

et	
  al.,	
  2013).	
  En	
  este	
  sentido,	
  los	
  microtúbulos	
  tienden	
  a	
  ser	
  más	
  dinámicos	
  y	
  menos	
  estables	
  a	
  lo	
  

largo	
  del	
  desarrollo	
  neuronal,	
  lo	
  cual	
  puede	
  conferir	
  a	
  las	
  neuronas	
  una	
  mayor	
  plasticidad.	
  Por	
  el	
  

contrario,	
  los	
  microtúbulos	
  tienden	
  a	
  ser	
  más	
  estables	
  en	
  neuronas	
  maduras.	
  De	
  este	
  modo,	
  dado	
  

que	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  se	
  produce	
  al	
  final	
  del	
  desarrollo	
  

de	
  las	
  mismas,	
  es	
  posible	
  que	
  la	
  falta	
  de	
  des-­‐poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  afecte	
  a	
  la	
  di-­‐

námica	
  de	
  los	
  mismos,	
  y	
  por	
  tanto	
  a	
  su	
  estabilidad.	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

4	
  Del	
  inglés	
  Nervous	
  system	
  nuclear	
  protein	
  induced	
  by	
  axotomy	
  1	
  
5	
  Del	
  inglés	
  ATP/GTP	
  Binding	
  Protein	
  1	
  
6	
  Del	
  inglés	
  Cytosolic	
  carboxypeptidase	
  1	
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Hasta	
  el	
  momento	
  se	
  han	
  identificado	
  al	
  menos	
  11	
  tipos	
  de	
  mutaciones	
  pcd	
  (Tabla	
  1).	
  La	
  mu-­‐

tación	
  original	
  (pcd1j)	
  es	
  la	
  que	
  muestra	
  un	
  fenotipo	
  más	
  severo	
  (Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002;	
  

Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007).	
  Salvo	
  en	
  la	
  mutación	
  pcd5j,	
  el	
  ARN	
  mensajero	
  (ARNm)	
  se	
  encuentra	
  alte-­‐

rado.	
  Además,	
  la	
  mutación	
  pcd1j	
  no	
  presenta	
  diferencias	
  en	
  la	
  secuencia	
  codificante	
  del	
  gen	
  Nna1,	
  

por	
  lo	
  que	
  se	
  piensa	
  que	
  ésta	
  puede	
  estar	
  afectando	
  a	
  una	
  secuencia	
  reguladora	
  del	
  gen	
  (Fernán-­‐

dez-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007).	
  

La	
  mutación	
  pcd	
  está	
  localizada	
  en	
  el	
  cromosoma	
  13	
  del	
  ratón	
  (Mullen	
  et	
  al.,	
  1976),	
  concre-­‐

tamente	
   entre	
   los	
  microsatélites	
   D13Mit157	
   y	
   D13Mit167,	
   correspondiente	
   a	
   un	
   segmento	
   ge-­‐

nómico	
  de	
  0,61	
  ±	
  0,33	
  megabases	
  (Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

Tabla	
  1:	
  Resumen	
  del	
  origen,	
  efectos	
  y	
  tipos	
  de	
  mutación	
  de	
  los	
  alelos	
  conocidos	
  para	
  la	
  mutación	
  pcd.	
  	
  

Nombre	
  
alelo	
   Origen	
   Fenotipos	
  y	
  cambios	
  morfológicos	
  

Mutación	
  
genética	
  en	
  

nna1	
  

Agtpbp1pcd-­‐1J	
   Espontáneo	
  

Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  y	
  los	
  granos	
  del	
  cerebelo,	
  
degeneración	
  de	
  neuronas	
  talámicas,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  mitrales	
  
del	
  bulbo	
  olfativo,	
  	
  degeneración	
  de	
  los	
  fotorreceptores,	
  infertilidad	
  
masculina	
  (degeneración	
  de	
  los	
  espermatozoides),	
  fertilidad	
  femenina	
  
parcial.	
  ARNm	
  y	
  niveles	
  de	
  proteína	
  muy	
  bajos.	
  

Región	
  
reguladora	
  
	
  

Agtpbp1pcd-­‐2J	
   Espontáneo	
   Presunto	
  alelo	
  hipomórfico,	
  con	
  ataxia	
  de	
  inicio	
  más	
  lento	
  y	
  algunos	
  casos	
  
de	
  infertilidad	
  masculina.	
  Bajos	
  niveles	
  de	
  ARNm	
  y	
  proteína.	
  

Inserción	
  de	
  
exones	
  entre	
  el	
  
14	
  y	
  el	
  15	
  

Agtpbp1pcd-­‐3J	
   Espontáneo	
  

Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  y	
  granos	
  del	
  cerebelo,	
  
degeneración	
  de	
  neuronas	
  talámicas,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  mitrales	
  
del	
  bulbo	
  olfativo,	
  degeneración	
  de	
  los	
  fotorreceptores,	
  infertilidad	
  
masculina	
  (degeneración	
  de	
  los	
  espermatozoides),	
  fertilidad	
  femenina	
  
parcial.	
  ARNm	
  de	
  menor	
  tamaño	
  y	
  sin	
  proteína	
  detectable.	
  

Delección	
  de	
  
los	
  exones	
  7,	
  8	
  
y	
  9	
  

Agtpbp1pcd-­‐4J	
   Inducido	
  
químicamente	
   Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo.	
   Desconocido	
  

Agtpbp1pcd-­‐5J	
   Espontáneo	
  

Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo,	
  
degeneración	
  de	
  los	
  fotorreceptores,	
  infertilidad	
  masculina.	
  Niveles	
  
normales	
  de	
  ARNm,	
  pero	
  niveles	
  reducidos	
  de	
  la	
  proteína	
  debido	
  a	
  la	
  
inestabilidad	
  de	
  la	
  misma.	
  

Inserción	
  de	
  un	
  
codón	
  de	
  ácido	
  
aspártico	
  en	
  el	
  
exón	
  18	
  

Agtpbp1pcd-­‐6J	
   Inducido	
  
químicamente	
  

Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo,	
  
degeneración	
  de	
  las	
  células	
  mitrales	
  del	
  bulbo	
  olfativo,	
  degeneración	
  de	
  
la	
  raíz	
  ventral	
  de	
  la	
  médula	
  espinal,	
  degeneración	
  de	
  la	
  retina;	
  fibras	
  
musculares	
  pequeñas,	
  infertilidad	
  masculina,	
  degeneración	
  de	
  los	
  
espermatozoides,	
  atrofia	
  testicular.	
  

Desconocido	
  

Agtpbp1pcd-­‐7J	
   Espontáneo	
   Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo,	
  audición	
  
anormal.	
   Desconocido	
  

Agtpbp1pcd-­‐8J	
   Espontáneo	
  

Ataxia,	
  tamaño	
  corporal	
  reducido,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  
del	
  cerebelo,	
  morfología	
  retiniana	
  anómala,	
  degeneración	
  retiniana,	
  
infertilidad	
  masculina,	
  fertilidad	
  femenina	
  parcial	
  y	
  degeneración	
  de	
  los	
  
espermatozoides.	
  

Desconocido	
  

Agtpbp1pcd-­‐JWG	
  
Transgénicos	
  
(interrupción	
  
génica	
  al	
  azar)	
  

Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo,	
  
degeneración	
  de	
  las	
  células	
  mitrales	
  del	
  bulbo	
  olfativo,	
  degeneración	
  de	
  
los	
  fotorreceptores	
  de	
  la	
  retina,	
  en	
  algunos	
  casos	
  infertilidad	
  masculina,	
  
fertilidad	
  femenina	
  parcial	
  y	
  degeneración	
  de	
  los	
  espermatozoides.	
  

Desconocido	
  

Agtpbp1pcd-­‐btlr	
  
Inducido	
  
químicamente	
  

Ataxia,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo,	
  
degeneración	
  de	
  los	
  fotorreceptores	
  de	
  la	
  retina,	
  infertilidad	
  masculina	
  y	
  
degeneración	
  de	
  los	
  espermatozoides.	
  ARNm	
  anómalo	
  y	
  proteína	
  
truncada.	
  

Cambio	
  de	
  
base	
  que	
  
provoca	
  un	
  
salto	
  del	
  exón	
  
11	
  

Agtpbp1sid	
   Espontáneo	
  
Ataxia,	
  tamaño	
  corporal	
  reducido,	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  
del	
  cerebelo,	
  infertilidad	
  masculina,	
  fertilidad	
  femenina	
  parcial	
  y	
  
degeneración	
  de	
  los	
  espermatozoides.	
  

Producción	
  de	
  
un	
  codón	
  de	
  
parada	
  en	
  el	
  
exón	
  8	
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Efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  
La	
  mutación	
  pcd	
   afecta	
  principalmente	
   a	
   aquellas	
  poblaciones	
  neuronales	
  que	
  expresan	
   la	
  

proteína	
   NNA1/CCP1	
   (Fernández-­‐González	
   et	
   al.,	
   2002),	
   especialmente	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
  

(Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a),	
   las	
  células	
  mitrales	
  del	
  bulbo	
  olfativo	
  (Mullen	
  et	
  al.,	
  

1976;	
  Greer	
  y	
  Shepherd,	
  1982;	
  Valero	
  et	
  al.,	
  2006)	
  y	
  algunas	
  neuronas	
  de	
  ciertos	
  núcleos	
  talámi-­‐

cos	
  (O’Gorman	
  y	
  Sidman,	
  1985).	
  	
  

Aunque	
  en	
  todos	
  estos	
  casos	
  la	
  muerte	
  neuronal	
  se	
  debe	
  a	
  la	
  mutación	
  del	
  gen	
  Nna1,	
  el	
  pro-­‐

ceso	
   de	
   degeneración	
   varía	
   enormemente	
   entre	
   los	
   diferentes	
   tipos	
   neuronales	
   afectados.	
   Así,	
  

mientras	
  que	
  el	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
   comienza	
  muy	
   temprano	
  

(P18)	
  y	
  es	
  muy	
  rápido	
  (a	
  P40	
  ya	
  no	
  hay	
  células	
  de	
  Purkinje;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  

2011a),	
  no	
  ocurre	
  lo	
  mismo	
  con	
  las	
  células	
  mitrales,	
  cuya	
  degeneración	
  comienza	
  a	
  P60	
  y	
  se	
  pro-­‐

longa	
   hasta	
   P100,	
   quedando	
   algún	
   remanente	
   de	
   estas	
   neuronas	
   (Greer	
   y	
   Shepherd,	
   1982;	
  

O’Gorman	
  y	
  Sidman,	
  1985;	
  Valero	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Una	
  de	
  las	
  hipótesis	
  para	
  la	
  rápida	
  muerte	
  neuro-­‐

nal	
  que	
  afecta	
  a	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  comparación	
  con	
   las	
  células	
  mitrales	
  es	
   la	
  activación	
  

glial	
  diferente	
  que	
  se	
  produce	
  en	
  el	
  cerebelo	
  en	
  relación	
  al	
  bulbo	
  olfativo.	
  En	
  este	
  sentido,	
  se	
  ha	
  

demostrado	
  en	
  nuestro	
  laboratorio	
  que	
  existe	
  una	
  reacción	
  glial	
  mayor	
  y	
  una	
  mayor	
  liberación	
  de	
  

mediadores	
  pro-­‐inflamatorios	
  en	
  el	
  cerebelo	
  que	
  en	
  el	
  bulbo	
  olfativo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  (Bal-­‐

tanás	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  activación	
  glial	
  que	
  se	
  produce	
  tras	
  una	
  lesión	
  

en	
  el	
  SNC,	
  a	
  pesar	
  de	
  ser	
  esencial	
  para	
  su	
  recuperación,	
  también	
  puede	
  dificultarla	
  si	
  la	
  reacción	
  

de	
  la	
  glía	
  es	
  exacerbada	
  (Hansson	
  y	
  Rönnbäck,	
  2003).	
  La	
  actividad	
  glial,	
  principalmente	
  de	
  la	
  mi-­‐

croglía,	
  durante	
  los	
  procesos	
  neuroinflamatorios	
  permite	
  la	
  eliminación	
  de	
  las	
  neuronas	
  muertas.	
  

Además,	
   junto	
  con	
   la	
  astroglía,	
   forma	
   la	
  denominada	
  cicatriz	
  glial,	
  que	
  evita	
  que	
  el	
  daño	
   se	
  ex-­‐

panda	
  a	
  otras	
  zonas	
  del	
  SNC	
  (Hansson	
  y	
  Rönnbäck,	
  2003).	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  propia	
  formación	
  de	
  la	
  

cicatriz	
  glial	
  impide	
  también	
  que	
  las	
  neuronas	
  que	
  sobreviven	
  a	
  una	
  lesión	
  puedan	
  volver	
  a	
  formar	
  

nuevos	
  contactos	
  sinápticos,	
  ya	
  que	
  sus	
  proyecciones	
  no	
  pueden	
  sobrepasar	
  dicha	
  cicatriz	
  (Hans-­‐

son	
  y	
  Rönnbäck,	
   2003).	
  Además,	
   se	
  ha	
  observado	
  que	
  una	
   reacción	
  glial	
   exacerbada	
  puede	
  au-­‐

mentar	
   también	
  el	
   proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  que	
   se	
  produce	
   tras	
  una	
   lesión	
   (Giaume	
  et	
   al.,	
  

2007).	
  

También	
  se	
  ha	
  observado	
  la	
  muerte	
  de	
  algunos	
  granos	
  en	
  el	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD,	
  aunque	
  

ésta	
  sería	
  secundaria	
  y	
  podría	
  deberse	
  a	
  la	
  falta	
  de	
  inervación	
  sináptica	
  derivada	
  de	
  la	
  muerte	
  de	
  

las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  (Chang	
  y	
  Ghetti,	
  1993;	
  Triarhou,	
  1998;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007).	
  	
  

Tal	
  y	
  como	
  ya	
  se	
  ha	
  indicado,	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  se	
  ve	
  reflejado	
  

en	
  el	
  propio	
  fenotipo	
  del	
  animal,	
  siendo	
  el	
  efecto	
  más	
  llamativo	
  y	
  visible	
  la	
  ataxia	
  severa	
  que	
  sufre	
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(Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a).	
  Ésta	
  se	
  debe	
  a	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  

células	
  de	
  Purkinje,	
  ya	
  que	
  como	
  comentamos	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior,	
  la	
  función	
  principal	
  del	
  ce-­‐

rebelo	
  es	
   la	
  coordinación	
  de	
  movimientos.	
  No	
  obstante,	
  también	
  se	
  han	
  observado	
  alteraciones	
  

de	
  otros	
  comportamientos	
  tales	
  como	
  la	
  detección	
  y	
  discriminación	
  olfativas	
  (Díaz	
  et	
  al.,	
  2014)	
  o	
  

el	
  reflejo	
  de	
  sobresalto	
  (Parham	
  et	
  al.,	
  2000),	
  que	
  derivan	
  de	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  mitrales	
  del	
  

bulbo	
  olfativo	
  y	
  de	
  las	
  neuronas	
  en	
  rueda	
  de	
  carro	
  del	
  núcleo	
  coclear	
  dorsal,	
  respectivamente.	
  

El	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  como	
  modelo	
  de	
  trastornos	
  del	
  desarrollo	
  y	
  

alteraciones	
  microtubulares	
  
Tal	
   y	
   como	
   veremos	
   con	
  mayor	
   profundidad	
   en	
   el	
   siguiente	
   apartado,	
   las	
   modificaciones	
  

postraduccionales	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  están	
  íntimamente	
  ligadas	
  al	
  correcto	
  desarrollo	
  neuronal	
  

(Andrieux	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Kollins	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Breuss	
  y	
  Keays,	
  2014).	
  Estas	
  modificaciones	
  se	
  expresan	
  

de	
  forma	
  diferencial	
  en	
  función	
  del	
  estado	
  de	
  desarrollo	
  de	
  las	
  neuronas	
  (Poulain	
  y	
  Sobel,	
  2010;	
  

Sakakibara	
   et	
   al.,	
   2013).	
   El	
   ratón	
   mutante	
   PCD	
   tiene	
   una	
   afectación	
   de	
   los	
   procesos	
   de	
   des-­‐

poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  (Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010),	
  lo	
  que	
  hace	
  que	
  se	
  presente	
  como	
  

un	
  buen	
  modelo	
  para	
  el	
  estudio	
  del	
  efecto	
  de	
  estas	
  alteraciones	
  en	
  el	
  desarrollo.	
  En	
  este	
  sentido,	
  

ya	
  que	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  sucede	
  temporalmente	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  

que	
  el	
  proceso	
  de	
  remodelación	
  sináptica,	
  cabe	
  esperar	
  una	
  relación	
  entre	
  ambos	
  fenómenos,	
  así	
  

como	
  una	
  alteración	
  en	
  la	
  morfogénesis	
  de	
  las	
  propias	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  

LOS	
  MICROTÚBULOS	
  
Los	
  microtúbulos	
   son	
   componentes	
   del	
   citoesqueleto,	
   compuesto,	
   además,	
   por	
   filamentos	
  

intermedios	
  y	
  microfilamentos.	
  Todo	
  este	
  conjunto	
  de	
  elementos	
  que	
  forma	
  el	
  citoesqueleto	
  ac-­‐

túa	
  como	
  soporte	
  para	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  propia	
  estructura	
  neuronal.	
  Por	
  su	
  parte,	
   los	
  mi-­‐

crotúbulos	
  han	
  adquirido	
  una	
  relevancia	
  especial	
  por	
  su	
  relación	
  con	
  los	
  procesos	
  de	
  transporte	
  

neuronal,	
  así	
  como	
  por	
  su	
  dinámica	
  compleja,	
  como	
  veremos	
  mejor	
  más	
  adelante.	
  

Los	
  microtúbulos	
  son	
  estructuras	
  tubulares	
  que	
  se	
  forman	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  polimerización	
  de	
  un	
  

dímero	
  de	
  dos	
  proteínas	
  globulares,	
   la	
  α-­‐	
  y	
   la	
  β-­‐tubulina	
   (Fig.	
   8a).	
  Estos	
  dímeros	
  de	
   tubulina	
  se	
  

pueden	
  encontrar	
  tanto	
  solubles	
  en	
  el	
  citoplasma	
  como	
  polimerizados	
  formando	
  los	
  propios	
  mi-­‐

crotúbulos.	
  Los	
  microtúbulos	
  son	
  estructuras	
  polarizadas,	
  es	
  decir,	
  con	
  un	
  extremo	
  positivo	
  (+)	
  y	
  

otro	
  negativo	
  (-­‐).	
  Además,	
  su	
  estructura	
  es	
  extremadamente	
  dinámica,	
  experimentando	
  periodos	
  

de	
  polimerización	
  (en	
  los	
  cuales	
  dímeros	
  de	
  la	
  α-­‐	
  y	
  β-­‐tubulina	
  del	
  citoplasma	
  se	
  ensamblan)	
  y	
  des-­‐

polimerización	
   (desensamblaje	
  de	
  dímeros	
  de	
   tubulina),	
   ambos	
  en	
  el	
   extremo	
  positivo	
   (+).	
   Esta	
  

coexistencia	
  de	
  procesos	
  de	
  polimerización	
  y	
  despolimerización	
  en	
  el	
  extremo	
  (+)	
  de	
  los	
  microtú-­‐
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bulos	
  constituye	
  la	
  denominada	
  inestabilidad	
  dinámica	
  (Fig.	
  8b)	
  (Poulain	
  y	
  Sobel,	
  2010;	
  Sakakiba-­‐

ra	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Durante	
  esta	
  inestabilidad	
  dinámica,	
  los	
  periodos	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  microtú-­‐

bulos	
   (polimerización)	
  pueden	
  cambiar	
  a	
  decrecimientos	
  rápidos	
  (despolimerización)	
  de	
   los	
  mis-­‐

mos,	
  proceso	
  denominado	
  como	
  catástrofe	
  (Gardner	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Asimismo,	
  esta	
  catástrofe	
  pue-­‐

de	
  pasar	
  de	
  nuevo	
  a	
  un	
  periodo	
  de	
  crecimiento,	
  proceso	
  denominado	
  como	
  recuperación	
   (Akh-­‐

manova	
  y	
  Steinmetz,	
  2008;	
  Conde	
  y	
  Cáceres,	
  2009;	
  Gardner	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

Aunque	
   inicialmente	
  el	
  proceso	
  de	
  catástrofe	
   se	
  consideraba	
  como	
  un	
  evento	
  de	
  un	
  único	
  

paso	
  y	
  aleatorio,	
  hoy	
  en	
  día	
  está	
  ampliamente	
  aceptado	
  que	
  es	
  un	
  proceso	
  que	
  requiere	
  múltiples	
  

eventos.	
   De	
   este	
  modo,	
   los	
   procesos	
   de	
   polimerización/despolimerización	
   están	
   regulados	
   por	
  

otros	
  elementos,	
  tales	
  como	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  (MAPs7),	
  proteínas	
  de	
  ruptura	
  

de	
  los	
  microtúbulos	
  (espastina	
  y	
  katanina)	
  y	
  proteínas	
  motoras	
  (kinesinas	
  y	
  dineínas;	
  Akhmanova	
  

y	
  Steinmetz,	
  2008;	
  Conde	
  y	
  Cáceres,	
  2009;	
  Gardner	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

	
  	
  

	
  

Figura	
  8:	
  Esquema	
  que	
  representa	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  (a)	
  y	
  su	
  dinámica	
  (b).	
  Modificado	
  de	
  Conde	
  y	
  Cáce-­‐
res,	
  2009.	
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Hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  unión	
  de	
  estas	
  proteínas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  puede	
  depender	
  

de	
  las	
  propias	
  modificaciones	
  postraduccionales	
  de	
  los	
  mismos,	
  siendo	
  las	
  más	
  importantes:	
  aceti-­‐

lación,	
  poliglicinación,	
  poliglutamilación	
  y	
  tirosinación	
  (Fig.	
  9;	
  Westermann	
  y	
  Weber,	
  2003;	
  Janke	
  

y	
  Kneussel,	
  2010;	
  Wloga	
  y	
  Gaertig,	
  2010).	
  Se	
  ha	
  sugerido	
  que	
  estas	
  modificaciones	
  pueden	
  alterar	
  

la	
  unión	
  y	
  la	
  función	
  de	
  las	
  diferentes	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  mismos	
  (Janke	
  y	
  Kneussel,	
  2010).	
  	
  

En	
  condiciones	
  basales,	
  estas	
  modificaciones	
  resultan	
  en	
  una	
  mayor	
  diversidad	
  de	
  los	
  micro-­‐

túbulos,	
   tanto	
   estructural	
   como	
   funcional.	
   Las	
  modificaciones	
   postraduccionales	
   afectan	
   princi-­‐

palmente	
  al	
  dominio	
   carboxi-­‐terminal	
   (C-­‐terminal)	
  de	
  α-­‐	
   y	
  β-­‐tubulina	
   (Fig.	
   9a)	
   y	
   consisten	
  en	
   la	
  

adición	
  o	
  eliminación	
  de	
  residuos	
  de	
  distinta	
  naturaleza	
  a	
  las	
  tubulinas	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  en	
  la	
  

mayor	
   parte	
   de	
   los	
   casos	
   de	
   forma	
   reversible	
   (ej.:	
   tirosinación/destirosinación;	
  Westermann	
   y	
  

Weber,	
  2003):	
  	
  

•   Acetilación:	
   La	
   acetilación	
   de	
   la	
   α-­‐tubulina	
   se	
   produce	
   en	
   el	
   residuo	
   Lys-­‐40	
   de	
   la	
   α-­‐

tubulina,	
  siendo	
  la	
  única	
  modificación	
  postraduccional	
  que	
  no	
  se	
  produce	
  en	
  el	
  extremo	
  

C-­‐terminal	
  (ver	
  Fig.	
  8).	
  El	
  proceso	
  de	
  acetilación	
  ocurre	
  una	
  vez	
  que	
  los	
  dímeros	
  solubles	
  

de	
  α-­‐	
  y	
  β-­‐tubulina	
  se	
  han	
  unido	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  (Webster	
  y	
  Borisy,	
  1989;	
  Westermann	
  

y	
   Weber,	
   2003).	
   Además,	
   los	
   microtúbulos	
   acetilados	
   se	
   consideran	
   más	
   estables	
   que	
  

aquéllos	
  no	
  acetilados	
  (Piperno	
  et	
  al.,	
  1987;	
  Asthana	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

•   	
  (Poli)glicinación:	
   A	
   diferencia	
   de	
   lo	
   que	
   sucede	
   con	
   la	
   acetilación,	
   la	
   poliglicinación	
   se	
  

produce	
  en	
  el	
  extremo	
  C-­‐terminal,	
  y	
  consiste	
  en	
  la	
  adición	
  de	
  una	
  cadena	
  de	
  glicina.	
  Pue-­‐

de	
  ocurrir	
  tanto	
  antes	
  como	
  después	
  de	
  que	
  los	
  dímeros	
  de	
  α-­‐	
  y	
  β-­‐tubulina	
  se	
  hayan	
  uni-­‐

do	
   a	
   los	
  microtúbulos,	
   aunque	
   la	
   poliglicinación	
   del	
   pool	
   de	
   tubulina	
   citoplasmática	
   es	
  

bastante	
  discreta	
  (Westermann	
  y	
  Weber,	
  2003;	
  Walsh	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

•   (Poli)glutamilación:	
   Consiste	
  en	
   la	
  unión	
  de	
  una	
   cadena	
  de	
  poliglutamato	
  al	
   extremo	
  C-­‐

terminal.	
  Aunque	
  no	
  se	
  trata	
  de	
  una	
  modificación	
  muy	
  frecuente,	
  se	
  puede	
  encontrar	
  es-­‐

pecialmente	
  en	
  los	
  axones	
  de	
  neuronas.	
  En	
  este	
  sentido,	
  recientemente	
  se	
  ha	
  descubierto	
  

que	
  la	
  falta	
  de	
  una	
  de	
  las	
  enzimas	
  que	
  llevan	
  a	
  cabo	
  la	
  poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbu-­‐

los,	
  la	
  CCP1,	
  es	
  responsable	
  del	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  (Wes-­‐

termann	
  y	
  Weber,	
  2003;	
  Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

•   Tirosinación:	
  La	
  tirosinación	
  es	
  una	
  de	
  las	
  modificaciones	
  postraduccionales	
  de	
  los	
  micro-­‐

túbulos	
  estudiada	
  con	
  más	
  detalle.	
  Consiste	
  en	
   la	
  unión	
  de	
  un	
  residuo	
  de	
  tirosina	
  al	
  ex-­‐

tremo	
  terminal	
  de	
   la	
  α-­‐tubulina,	
  pero	
  no	
  de	
   la	
  β-­‐tubulina.	
  Algunos	
  estudios	
  han	
  relacio-­‐

nado	
  los	
  microtúbulos	
  más	
  estables	
  y	
  longevos	
  con	
  microtúbulos	
  destirosinados,	
  aunque	
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la	
  destirosinación	
  per	
  se	
  no	
  confiere	
  estabilidad	
  a	
  los	
  mismos	
  (Khawaja	
  et	
  al.,	
  1988;	
  Peris	
  

et	
  al.,	
  2009).	
  Una	
  vez	
  destirosinada,	
  las	
  tubulina	
  puede	
  transformarse	
  en	
  Δ2-­‐tubulina	
  tras	
  

la	
  eliminación	
  del	
  penúltimo	
  residuo	
  de	
  glutamato	
  de	
  la	
  α-­‐tubulina;	
  este	
  proceso	
  es	
  irre-­‐

versible.	
  La	
  destirosinación	
  de	
  la	
  tubulina	
  se	
  produce	
  preferentemente	
  tras	
  la	
  polimeriza-­‐

ción	
  de	
  dímeros	
  de	
  αβ-­‐tubulina	
  a	
   los	
  microtúbulos,	
   e	
   influye	
  en	
   la	
  unión	
  de	
  MAPs.	
  Asi-­‐

mismo,	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  la	
  inyección	
  de	
  líneas	
  celulares	
  deficientes	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

TTL8	
  (enzima	
  encargada	
  de	
   la	
  adición	
  de	
   tirosina	
  a	
   la	
  α-­‐tubulina)	
  origina	
   tumores	
  en	
   ra-­‐

tones	
  (Westermann	
  y	
  Weber,	
  2003).	
  

Figura	
   9:	
   Representación	
  de	
   las	
  principales	
  modificaciones	
  postraduccionales	
  de	
   los	
  microtúbulos.	
   a)	
   Representación	
  
general	
  de	
  las	
  modificaciones	
  en	
  las	
  proteínas	
  de	
  α-­‐	
  y	
  β-­‐tubulina.	
  b)	
  Representación	
  de	
  los	
  procesos	
  de	
  adición	
  y	
  elimi-­‐
nación	
  de	
  residuos	
  en	
  la	
  α-­‐	
  y	
  β-­‐tubulina,	
  así	
  como	
  de	
  las	
  enzimas	
  implicadas	
  en	
  ambos	
  procesos.	
  Modificado	
  de	
  Janke	
  y	
  
Chloë	
  Bulinski,	
  2011.	
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Todas	
  estas	
  modificaciones	
  en	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  afectan	
  a	
  la	
  propia	
  funciona-­‐

lidad	
  de	
  los	
  mismos,	
  y	
  por	
  consiguiente	
  a	
  la	
  funcionalidad	
  celular	
  (Peris	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Janke	
  y	
  Kneu-­‐

ssel,	
  2010;	
   Janke	
  y	
  Chloë	
  Bulinski,	
  2011).	
  En	
   lo	
   referente	
  a	
   la	
  unión	
  de	
   las	
  MAPs	
  o	
   las	
  proteínas	
  

motoras	
  a	
  los	
  microtúbulos,	
  no	
  es	
  del	
  todo	
  conocido	
  cómo	
  pueden	
  influir	
  las	
  diferentes	
  modifica-­‐

ciones	
   postraduccionales.	
   Aun	
   así,	
   recientemente	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   la	
   motilidad	
   de	
   la	
   ki-­‐

nesina-­‐1	
  se	
  ve	
   incrementada	
  con	
   la	
  poliglutamilación	
  de	
   la	
  β-­‐tubulina,	
  y	
  que	
  por	
  el	
  contrario,	
   la	
  

kinesina-­‐2	
  requiere	
  la	
  destirosinación	
  de	
  la	
  α-­‐tubulina.	
  Por	
  el	
  contrario,	
  estas	
  mismas	
  alteraciones	
  

de	
  los	
  microtúbulos	
  no	
  parecen	
  afectar	
  a	
  la	
  motilidad	
  de	
  las	
  dineínas	
  (Sirajuddin	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Del	
  

mismo	
  modo,	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  el	
  aumento	
  en	
  la	
  acetilación,	
  la	
  destirosinación	
  y	
  la	
  poligluta-­‐

milación	
   disminuye	
   la	
   selectividad	
   de	
   la	
   kinesina-­‐1,	
   y	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   las	
   neuronas	
   se	
   produce	
   la	
  

formación	
  de	
  múltiples	
  axones	
  (Hammond	
  et	
  al.,	
  2010).	
  También	
  se	
  ha	
  observado	
  un	
  incremento	
  

en	
  la	
  selectividad	
  de	
  la	
  unión	
  de	
  dineínas	
  en	
  microtúbulos	
  acetilados	
  (Janke	
  y	
  Kneussel,	
  2010).	
  	
  

Microtúbulos	
  y	
  neuronas	
  
Como	
  elementos	
  fundamentales	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  las	
  células,	
  los	
  microtúbulos	
  son	
  esen-­‐

ciales	
  en	
  la	
  morfogénesis	
  de	
  las	
  mismas.	
  En	
  las	
  neuronas	
  el	
  proceso	
  de	
  morfogénesis	
  y	
  desarrollo	
  

se	
  inicia	
  con	
  la	
  polarización	
  de	
  las	
  mismas,	
  es	
  decir,	
  inicialmente	
  con	
  la	
  diferenciación	
  del	
  axón	
  y	
  

posteriormente	
  de	
  las	
  dendritas	
  (Arimura	
  y	
  Kaibuchi,	
  2007).	
  Asimismo,	
  la	
  polaridad	
  neuronal	
  va	
  a	
  

determinar	
  la	
  distribución	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  relación	
  a	
  los	
  extremos	
  (+)	
  y	
  (-­‐).	
  En	
  este	
  sentido,	
  

los	
  axones	
  y	
  las	
  dendritas	
  secundarias	
  tienen	
  una	
  distribución	
  unipolar	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  mien-­‐

tras	
   que	
   las	
   dendritas	
   primarias	
   tienen	
   una	
   distribución	
   mixta	
   de	
   los	
   mismos	
   (Burton	
   y	
   Paige,	
  

1981;	
  Baas	
  et	
  al.,	
  1988;	
  Hirokawa	
  y	
  Takemura,	
  2005;	
  Hirokawa	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Esto	
  significa	
  que	
  el	
  

extremo	
   (+)	
  de	
   los	
  microtúbulos	
   se	
   localiza	
  en	
   la	
  parte	
  más	
  distal	
  de	
   los	
   axones	
   y	
   las	
  dendritas	
  

secundarias,	
  mientras	
  que	
  en	
  las	
  dendritas	
  primarias	
  el	
  extremo	
  (+)	
  o	
  (-­‐)	
  se	
  localiza	
  indistintamen-­‐

te	
  en	
  su	
  parte	
  más	
  proximal	
  o	
  distal	
  al	
  soma.	
  

La	
  distribución	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  base	
  tanto	
  a	
  su	
  propia	
  polaridad	
  como	
  a	
  la	
  polaridad	
  

de	
  las	
  neuronas	
  es	
  esencial	
  para	
  el	
  funcionamiento	
  correcto	
  de	
  las	
  mismas,	
  ya	
  que	
  determina	
  la	
  

direccionalidad	
  del	
  transporte	
  neuronal	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  Dicho	
  transporte	
  puede	
  ser	
  

de	
  dos	
   tipos:	
  anterógrado,	
   del	
   extremo	
   (-­‐)	
   al	
   (+),	
   y	
   retrógrado,	
   del	
   extremo	
   (+)	
   al	
   (-­‐).	
   Estos	
  dos	
  

tipos	
  de	
  transporte	
  se	
  llevan	
  a	
  cabo	
  por	
  dos	
  familias	
  de	
  proteínas	
  diferentes:	
   las	
  kinesinas	
   lleva-­‐

rían	
  a	
  cabo	
  el	
  transporte	
  anterógrado,	
  y	
   las	
  dineínas	
  el	
  transporte	
  retrógrado	
  (Hirokawa	
  y	
  Take-­‐

mura,	
  2005).	
  Sin	
  embargo,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado	
  anteriormente,	
  la	
  actividad	
  de	
  estas	
  proteí-­‐

nas	
  motoras	
  puede	
  verse	
  alterada	
  por	
  las	
  diferentes	
  modificaciones	
  postraduccionales	
  de	
  los	
  mi-­‐

crotúbulos	
   (Sirajuddin	
   et	
   al.,	
   2014).	
   De	
   este	
  modo,	
   los	
  microtúbulos	
   no	
   solamente	
   permiten	
   el	
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desarrollo	
   neuronal	
   y	
   su	
  morfogénesis,	
   sino	
   que	
   son	
   esenciales	
   para	
   la	
   propia	
   supervivencia	
   y	
  

funcionalidad	
  de	
  las	
  neuronas.	
  Durante	
  el	
  desarrollo,	
   los	
  microtúbulos	
  alteran	
  su	
  estructura	
  me-­‐

diante	
  las	
  diferentes	
  modificaciones	
  postraduccionales,	
  lo	
  que	
  se	
  ve	
  reflejado,	
  por	
  ejemplo,	
  en	
  el	
  

desarrollo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo	
  (Faivre	
  et	
  al.,	
  1985;	
  Inagaki	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Fukata	
  et	
  

al.,	
  2002;	
  Witte	
  y	
  Bradke,	
  2008;	
  Kollins	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Li	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Como	
  se	
  

desarrollará	
  en	
  el	
  capítulo	
  siguiente,	
  estas	
  neuronas	
  presentan	
  un	
  gran	
  tamaño	
  y	
  morfología	
  ca-­‐

racterística,	
  con	
  un	
  árbol	
  dendrítico	
  que	
  llega	
  a	
  ocupar	
  un	
  área	
  de	
  aproximadamente	
  5.000	
  µm2	
  

en	
  el	
  ratón	
  (Nedelescu	
  y	
  Abdelhack,	
  2013)	
  y	
  14.000	
  µm2	
  en	
  la	
  rata	
  (McKay	
  y	
  Turner,	
  2005)	
  cuando	
  

son	
  adultos.	
  Esto	
  permite	
  que	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  lleven	
  a	
  cabo	
  cientos	
  de	
  miles	
  de	
  sinapsis	
  con	
  

todos	
  los	
  tipos	
  neuronales	
  del	
  cerebelo,	
  para	
  lo	
  cual	
  se	
  necesita	
  la	
  formación	
  de	
  espinas	
  dendríti-­‐

cas	
  (Calabrese	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Niesmann	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Fortin	
  et	
  al.,	
  2012).	
  En	
  este	
  sentido,	
  se	
  calcula	
  

que	
  una	
  sola	
  célula	
  de	
  Purkinje	
  puede	
  tener	
  alrededor	
  de	
  160.000	
  espinas	
  dendríticas	
  en	
  la	
  rata	
  

(Napper	
  y	
  Harvey,	
  1988).	
  Todo	
  este	
  complejo	
  entramado	
  dendrítico	
  y	
  sináptico	
  requiere	
  la	
  remo-­‐

delación	
   del	
   citoesqueleto	
   para	
   poder	
   formarse	
   (ver	
   Fig.10;	
   Hering	
   y	
   Sheng,	
   2001;	
   Nicholson-­‐

Dykstra	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Kapitein	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
  

Figura	
  10:	
  Esquema	
  que	
  representa	
  cómo	
  la	
  polarización	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  difiere	
  en	
  función	
  de	
  su	
  localización	
  inter-­‐
na	
  en	
  la	
  neurona.	
  De	
  este	
  modo,	
  en	
  los	
  axones	
  el	
  extremo	
  (+)	
  se	
  localiza	
  en	
  la	
  parte	
  distal,	
  mientras	
  que	
  el	
  extremo	
  (-­‐)	
  
se	
  orienta	
  hacia	
  el	
  soma.	
  Por	
  su	
  parte,	
  en	
  las	
  dendritas	
  no	
  existe	
  una	
  distribución	
  tan	
  definida,	
  pudiéndose	
  encontrar	
  
microtúbulos	
  orientados	
  en	
  ambos	
  sentidos.	
  Modificado	
  de	
  Hirokawa	
  et	
  al.,	
  2010.	
  

Finalmente,	
   las	
  modificaciones	
  que	
   sufren	
   los	
  microtúbulos,	
   así	
   como	
  su	
  estabilidad	
  y	
   fun-­‐

ciones,	
  pueden	
  verse	
  afectadas	
  por	
  ciertas	
  moléculas	
  exógenas.	
  Dichas	
  moléculas	
  adquieren	
  es-­‐

pecial	
  relevancia	
  en	
  aquellos	
  trastornos	
  que	
  precisamente	
  afectan	
  a	
  la	
  función	
  del	
  citoesqueleto.	
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LA	
  N-­‐‑OLEILETANOLAMINA	
  COMO	
  FÁRMACO	
  NEUROPROTECTOR	
  
Además	
  de	
  los	
  ligandos	
  (AEA	
  y	
  2-­‐AG)	
  y	
  receptores	
  clásicos	
  (CB1	
  y	
  CB2),	
  el	
  sistema	
  endocan-­‐

nabinoide	
  está	
  íntimamente	
  relacionado	
  con	
  otros	
  ligandos	
  y	
  receptores	
  lipídicos.	
  Como	
  comen-­‐

tamos	
   en	
   capítulos	
   anteriores,	
   esto	
   ha	
   llevado	
   a	
  muchos	
   autores	
   a	
   replantearse	
   la	
   concepción	
  

existente	
  hasta	
  el	
  momento	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide,	
  acotado	
  hasta	
  ahora	
  a	
  los	
  receptores	
  

CB1,	
  CB2	
  y	
  sus	
  ligandos	
  (Sun	
  y	
  Bennett,	
  2007;	
  De	
  Petrocellis	
  y	
  Di	
  Marzo,	
  2010).	
  Entre	
  todos	
  ellos,	
  

la	
  oleiletanolamida	
  (OEA)	
  y	
  sus	
  receptores	
  diana,	
  los	
  receptores	
  para	
  proliferadores	
  de	
  peroxiso-­‐

mas	
  subtipo	
  α	
  (PPARα),	
  son	
  de	
  especial	
   interés	
  para	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral,	
  tal	
  y	
  como	
  vere-­‐

mos	
  a	
  continuación.	
  

N-­‐‑oleiletanolamina	
  
La	
  OEA	
  es	
  un	
  ácido	
  graso	
  endógeno	
  perteneciente	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  las	
  NAEs,	
  al	
  igual	
  que	
  la	
  AEA	
  

(ver	
  más	
  atrás).	
  Funciona	
  como	
  un	
  mediador	
  lipídico	
  sintetizado	
  a	
  demanda,	
  en	
  respuesta	
  a	
  dife-­‐

rentes	
   estímulos,	
   a	
   partir	
   de	
   fosfolípidos	
   de	
   membrana	
   (concretamente	
   la	
   N-­‐oleil-­‐fosfatidil-­‐

etanolamida;	
  Liu	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Piomelli	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Piomelli	
  y	
  Sasso,	
  2014).	
  Esta	
  relación	
  en	
  el	
  pro-­‐

ceso	
  de	
  biosíntesis	
  con	
  la	
  AEA,	
  así	
  como	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  ambas	
  moléculas	
  activen	
  los	
  receptores	
  

PPARα	
  (Göttlicher	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Fu	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Thabuis	
  et	
  al.,	
  2008),	
  ha	
  hecho	
  que	
  se	
  considere	
  la	
  

OEA	
  y	
  estos	
  receptores	
  como	
  elementos	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  (en	
  la	
  Fig.	
  11	
  se	
  puede	
  ver	
  

un	
  esquema	
  de	
  la	
  síntesis	
  y	
  degradación	
  de	
  la	
  OEA;	
  Fu	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Suardíaz	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Thabuis	
  

et	
  al.,	
  2008).	
  

Inicialmente	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  OEA	
  se	
  enfocó	
  al	
  análisis	
  de	
  sus	
  efectos	
  anorexígenos	
  (Guzmán	
  

et	
  al.,	
  2004;	
  Lo	
  Verme	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Capasso	
  y	
  Izzo,	
  2008;	
  Sarro-­‐Ramírez	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Sin	
  embargo,	
  

recientemente	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  su	
  administración	
  ejerce	
  un	
  efecto	
  neuroprotector	
  a	
   través	
  

de	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  en	
  modelos	
  animales	
  de	
  Parkinson	
  inducido	
  farmacoló-­‐

gicamente	
   (Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009;	
  González-­‐Aparicio	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Además	
  hay	
  que	
   tener	
  

en	
   cuenta	
   que	
   la	
  OEA	
   puede	
   ser	
   sintetizada	
   endógenamente	
   en	
   el	
   SNC	
   por	
   neuronas	
   y	
   células	
  

gliales	
  (Walter	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

También	
   se	
   ha	
   observado	
   que	
   la	
   activación	
   de	
   los	
   receptores	
   PPARα	
   reduce	
   la	
   respuesta	
  

neuroinflamatoria	
   (Lee	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Bright	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Maroof	
  et	
  al.,	
  2013).	
  En	
  este	
  sentido,	
   la	
  

propia	
  administración	
  de	
  agonistas	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  produce	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  

de	
  los	
  mismos	
  (Fan	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Por	
  otro	
  lado,	
  se	
  sabe	
  que	
  la	
  OEA,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  

receptores	
  PPARα,	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  MAP-­‐2	
  y	
  GAP43	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007),	
  dos	
  pro-­‐

teínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  relacionadas	
  con	
  la	
  estabilidad	
  de	
  los	
  mismos	
  (Gamblin	
  et	
  al.,	
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1996;	
  Al-­‐Bassam	
  et	
  al.,	
  2002)	
  y	
  el	
  crecimiento	
  neurítico	
  (Neve	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Leu	
  et	
  al.,	
  2010),	
  res-­‐

pectivamente.	
  

De	
  este	
  modo,	
  aunque	
  la	
  OEA	
  puede	
  unirse	
  a	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  receptores,	
  es	
  su	
  actividad	
  

a	
   través	
  de	
   los	
   receptores	
  PPARα	
   la	
  que	
  mayor	
   relevancia	
   tiene	
   como	
  agente	
  neuroprotector	
   y	
  

estabilizador	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Receptores	
  PPARα	
  
Los	
  receptores	
  PPARα	
  pertenecen	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  receptores	
  nucleares	
  y	
  actúan	
  como	
  facto-­‐

res	
  de	
  transcripción.	
  Se	
  han	
  relacionado	
  habitualmente	
  con	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  homeostasis	
  ener-­‐

gética	
  (Tyagi	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Fueron	
  clonados	
  por	
  primera	
  vez	
  1990	
  como	
  receptores	
  de	
  hormonas	
  

esteroideas	
  (Issemann	
  I,	
  1990),	
  siendo	
  sus	
  ligandos	
  naturales	
  ciertas	
  moléculas	
  de	
  carácter	
  lipídi-­‐

co,	
  concretamente	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  los	
  eicosanoides	
  (Yu	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Kliewer	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Una	
  vez	
  

que	
  el	
  ligando	
  se	
  une	
  a	
  los	
  receptores	
  PPARα,	
  éstos	
  forman	
  un	
  heterodímero	
  con	
  los	
  receptores	
  X	
  

Figura	
  11:	
  Esquema	
  que	
  muestra	
  la	
  síntesis	
  y	
  degradación	
  de	
  la	
  AEA	
  y	
  la	
  OEA.	
  Obsérvese	
  como	
  en	
  la	
  síntesis	
  y	
  de-­‐
gradación	
  de	
   ambas	
  moléculas	
   intervienen	
   las	
  mismas	
   enzimas:	
  N-­‐acil-­‐fosfatidiletanolamina	
   fosfolipasa	
   D	
   (NAPE-­‐
PLD)	
  y	
  la	
  amida	
  hidrolasa	
  de	
  ácidos	
  grasos	
  (FAAH).	
  Sin	
  embargo,	
  en	
  macrófagos	
  la	
  OEA	
  puede	
  ser	
  degradada	
  por	
  la	
  
amidasa	
  ácida	
  de	
  la	
  N-­‐acil-­‐etanolamina	
  (NAAA).	
  URB597:	
  inhibidor	
  selectivo	
  de	
  la	
  FAAH;	
  ARN077:	
  inhibidor	
  selectivo	
  
de	
  la	
  NAAA.	
  Modificado	
  de	
  Piomelli	
  y	
  Sasso,	
  2014.	
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de	
  ácido	
  retinoico	
   (RXR),	
  el	
   cual	
   se	
  une	
  a	
   la	
   secuencia	
  PPRE9	
  presente	
  en	
   los	
  genes	
  diana	
   (Juge-­‐

Aubry	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Kliewer	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Brown	
  y	
  Plutzky,	
  2007;	
  Tyagi	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

A	
  pesar	
  de	
  la	
  importancia	
  de	
  sus	
  ligandos	
  como	
  agentes	
  anorexígenos	
  debido	
  a	
  la	
  actividad	
  

de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  como	
  reguladores	
  de	
  la	
  homeostasis	
  energética,	
  su	
  actividad	
  en	
  SNC	
  no	
  

se	
  ha	
  comenzado	
  a	
  estudiar	
  hasta	
  hace	
  relativamente	
  poco.	
  Como	
  se	
  ha	
  indicado	
  anteriormente,	
  

parte	
  del	
   interés	
  suscitado	
  por	
  estos	
  receptores	
  se	
  debe	
  principalmente	
  a	
  su	
  relación	
  con	
  el	
  sis-­‐

tema	
  endocannabinoide	
   y	
   su	
  efecto	
  en	
  procesos	
  neuroinflamatorios	
   (Heneka	
   y	
   Landreth,	
   2007;	
  

O’Sullivan,	
  2007;	
  Abbott,	
  2009).	
  Debido	
  a	
  esto,	
  aún	
  se	
  desconoce	
  la	
  función	
  de	
  estos	
  receptores	
  

en	
  el	
  SNC,	
   tanto	
  en	
  condiciones	
  basales	
  como	
  patológicas,	
  así	
   como	
   los	
  genes	
   regulados	
  por	
   su	
  

actividad.	
  Además,	
  aunque	
  se	
  sabe	
  que	
  dichos	
  receptores	
  se	
  expresan	
  en	
  el	
  cerebelo	
  de	
   la	
   rata	
  

(Cullingford	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Moreno	
  et	
  al.,	
  2004),	
  no	
  hay	
  datos	
  hasta	
  el	
  momento	
  de	
  su	
  expresión	
  en	
  

el	
  cerebelo	
  del	
  ratón.	
  Es	
  por	
  ello	
  que	
  uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  es	
  llevar	
  a	
  

cabo	
  una	
  caracterización	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  en	
  el	
  cerebelo,	
  tanto	
  en	
  condi-­‐

ciones	
  basales	
  como	
  de	
  muerte	
  neuronal.	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

9	
  Del	
  inglés	
  Peroxisom	
  Proliferator	
  Response	
  Element	
  

Figura	
  12:	
  Esquema	
  que	
  describe	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  por	
  la	
  OEA	
  y	
  los	
  principales	
  efectos	
  descri-­‐
tos	
  hasta	
  el	
  momento	
  en	
  el	
  SNC.	
  Dada	
  la	
  naturaleza	
  del	
  proceso	
  degenerativo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  ratón	
  
mutante	
  PCD,	
  se	
  espera	
  que	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  OEA	
  ayude	
  a	
  paliar	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  vía	
  los	
  recep-­‐
tores	
  PPARα.	
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A	
  lo	
  largo	
  de	
  los	
  años	
  se	
  ha	
  establecido	
  que	
  las	
  diferentes	
  patologías	
  neurodegenerativas	
  

difieren	
  enormemente	
  en	
  su	
  etiología,	
  aunque	
  todas	
  ellas	
  comparten	
  unos	
  mismos	
  principios:	
  

la	
  pérdida	
  de	
  diferentes	
  poblaciones	
  neuronales	
  dentro	
  de	
  un	
  contexto	
  de	
  neuroinflamación,	
  

bien	
  sea	
  primario	
  o	
  derivado	
  de	
  la	
  propia	
  muerte	
  celular.	
  En	
  esta	
  línea,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  

el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  está	
  relacionado	
  con	
  la	
  modulación	
  de	
  procesos	
  de	
  muerte	
  neu-­‐

ronal	
  y	
  neuroinflamación.	
  Es	
  más,	
  recientemente	
  se	
  han	
  relacionado	
  nuevos	
  ligandos	
  lipídicos	
  

endógenos	
   y	
   sus	
   receptores	
   con	
   una	
   disminución	
   de	
   ambos	
   procesos,	
   destacando	
   principal-­‐

mente	
  la	
  OEA	
  y	
  sus	
  receptores	
  diana,	
  los	
  receptores	
  PPARα.	
  Sin	
  embargo,	
  poco	
  se	
  sabe	
  acerca	
  

de	
  la	
  función	
  y	
  expresión	
  de	
  elementos	
  pertenecientes	
  a	
  este	
  sistema	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  desarrollo	
  

normal	
  y	
  patológico	
  del	
  cerebelo.	
  	
  

En	
  este	
  sentido,	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  se	
  posiciona	
  como	
  un	
  modelo	
  de	
  gran	
  utilidad	
  para	
  

entender	
  la	
  relación	
  entre	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  y	
  los	
  procesos	
  neurodegenerativos.	
  La	
  

mutación	
  genética	
  que	
  sufre	
  este	
  modelo	
  afecta	
  a	
   los	
  microtúbulos,	
  y	
  esta	
  afectación	
  puede	
  

ser	
  la	
  base	
  de	
  la	
  muerte	
  de	
  ciertas	
  neuronas.	
  Además,	
  debido	
  al	
  propio	
  desarrollo	
  del	
  proceso	
  

neurodegenerativo	
  del	
  cerebelo	
  en	
  el	
  ratón	
  PCD,	
  podemos	
  estudiar	
  cómo	
  este	
  deterioro	
  pro-­‐

gresivo	
  puede	
  afectar	
  de	
  manera	
  paulatina	
  al	
  comportamiento	
  motor	
  y	
  cognitivo/afectivo.	
  

La	
  hipótesis	
  general	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  es	
  que	
  “La	
  mutación	
  pcd	
  produce	
  alte-­‐

raciones	
  estructurales	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  que	
  afectan	
  al	
  comportamiento	
  del	
  ratón	
  PCD,	
  

y	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  desempeña	
  un	
  papel	
  importante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  cerebeloso	
  y	
  

en	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  este	
  modelo”.	
  	
  

El	
  objetivo	
  general	
  de	
  esta	
  Tesis	
  Doctoral	
  es	
  estudiar	
  el	
  impacto	
  que	
  ejercen	
  las	
  posibles	
  

alteraciones	
  estructurales	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  comportamiento	
  del	
  ratón	
  mutante	
  

PCD,	
  así	
  como	
  la	
  influencia	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  en	
  el	
  desarrollo	
  y	
  muerte	
  neuronal	
  

de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  a	
  través	
  de	
  la	
  administración	
  exógena	
  de	
  OEA.	
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De	
  este	
  modo,	
  los	
  objetivos	
  concretos	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  son:	
  

I.   Estudiar	
  los	
  cambios	
  plásticos	
  neuronales	
  que	
  suceden	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  postnatal	
  

del	
  ratón	
  mutante	
  PCD.	
  

Ia.   Estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  mi-­‐

crotúbulos.	
  

Ib.   Analizar	
   la	
   expresión	
   del	
   sistema	
   endocannabinoide	
   a	
   lo	
   largo	
   del	
   desarrollo	
  

postnatal	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD.	
  

Ic.   Estudiar	
  el	
  impacto	
  que	
  tiene	
  el	
  progreso	
  de	
  las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  en	
  el	
  

comportamiento	
  de	
  los	
  animales	
  mutantes	
  PCD.	
  

II.   Estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  un	
  agonista	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide,	
  la	
  OEA,	
  en	
  la	
  plastici-­‐

dad	
  cerebelosa	
  del	
  ratón	
  PCD.	
  

IIa.  Analizar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  estructura	
  y	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  

IIb.  Estudiar	
   el	
   efecto	
   de	
   la	
   OEA	
   en	
   la	
   degeneración	
   cerebelosa	
   de	
   los	
   animales	
  

PCD.	
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ANIMALES	
  DE	
  EXPERIMENTACIÓN	
  
Para	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  se	
  usó	
  como	
  modelo	
  animal	
  el	
  ratón	
  (Mus	
  

musculus	
  L.	
  1758),	
  obtenido	
  del	
  cruce	
  de	
  las	
  estirpes	
  C57BL/6J	
  y	
  DBA/2J.	
  De	
  este	
  modo,	
  la	
  es-­‐

tirpe	
  usada	
  fue	
  la	
  híbrida	
  C57/DBA.	
  	
  

Todos	
  los	
  animales	
  se	
  criaron	
  y	
  mantuvieron	
  en	
  el	
  Servicio	
  de	
  Experimentación	
  Animal	
  de	
  

la	
  Universidad	
   de	
   Salamanca	
   a	
   una	
   temperatura	
   y	
   humedad	
   constantes,	
   y	
   con	
   ciclos	
   de	
   no-­‐

che/día	
  de	
  12	
  horas.	
  Todos	
  los	
  animales	
  se	
  alimentaron	
  ad	
  líbitum.	
  

Los	
  protocolos	
  de	
  mantenimiento	
  y	
  experimentación	
  se	
  hicieron	
  en	
  base	
  a	
   la	
  normativa	
  

vigente,	
  tanto	
  europea	
  (2010/63/UE)	
  como	
  española	
  (RD53/2013,	
  Ley	
  32/2007)	
  y	
  con	
  la	
  apro-­‐

bación	
  del	
  Comité	
  de	
  Bioética	
  de	
  la	
  Universidad	
  de	
  Salamanca.	
  	
  

Cría	
  y	
  genotipado	
  de	
  animales	
  
Dado	
   que	
   los	
   ratones	
  mutantes	
   PCD	
   no	
   son	
   fértiles,	
   se	
   usaron	
   animales	
   heterocigotos	
  

(+/pcd)	
  para	
  la	
  cría,	
  que	
  son	
  fenotípicamente	
  indistinguibles	
  de	
  los	
  ratones	
  silvestres.	
  La	
  identi-­‐

ficación	
  de	
  los	
  animales	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  mediante	
  la	
  técnica	
  de	
  reacción	
  en	
  cadena	
  de	
  la	
  poli-­‐

merasa	
  (PCR10).	
  El	
  alelo	
  pcd1J	
  se	
  encuentra	
  en	
  la	
  región	
  promotora	
  del	
  gen	
  y	
  no	
  se	
  puede	
  de-­‐

tectar	
  directamente	
  con	
  esta	
  técnica.	
  Por	
  eso,	
  se	
  cruzaron	
  machos	
  de	
  la	
  estirpe	
  C57BL/6J	
  con	
  

hembras	
  de	
  las	
  estirpe	
  DBA/2J.	
  Todo	
  ello	
  permitió	
  asociar	
  el	
  alelo	
  pcd1j	
  al	
  fondo	
  genético	
  del	
  

cromosoma	
  13	
  de	
  la	
  estirpe	
  C57BL/6J,	
  quedando	
  el	
  alelo	
  silvestre	
  asociado	
  al	
  fondo	
  genético	
  

de	
   la	
   estirpe	
   DBA/2J.	
   Ello	
   permitió	
   analizar	
   dos	
   microsatélites	
   cercanos	
   al	
   gen	
   Nna1,	
   el	
  

D13Mit250	
  y	
  el	
  D13Mit283.	
  Estos	
  dos	
  microsatélites	
  difieren	
  entre	
  sí	
  en	
  el	
  número	
  de	
  pares	
  de	
  

bases	
  (pb)	
  en	
  función	
  de	
  la	
  estirpe.	
  Además,	
  están	
  suficientemente	
  cercanos	
  a	
  la	
  región	
  porta-­‐

dora	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd1j	
  como	
  para	
  asegurar	
  su	
  transmisión	
  ligada	
  con	
  una	
  alta	
  probabilidad.	
  

Ya	
  que	
  ambos	
  microsatélites	
  difieren	
  en	
  su	
  peso	
  molecular	
  en	
  función	
  de	
  la	
  estirpe,	
  podemos	
  

conocer	
  el	
  background	
  genético	
  de	
  los	
  animales	
  recién	
  nacidos	
  tal	
  y	
  como	
  explicaremos	
  a	
  con-­‐

tinuación.	
  

Extracción	
  de	
  ADN	
  
Para	
  poder	
  llevar	
  a	
  cabo	
  la	
  técnica	
  de	
  PCR	
  es	
  necesario	
  extraer	
  ADN	
  de	
  los	
  animales	
  a	
  ge-­‐

notipar.	
  Para	
  ello,	
  debido	
  a	
  la	
  temprana	
  edad	
  de	
  uso	
  de	
  algunos	
  de	
  los	
  animales	
  (P7)	
  la	
  extrac-­‐
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ción	
  de	
  ADN	
  se	
  hizo	
  a	
  partir	
  de	
  una	
  muestra	
  de	
  cola	
   tomada	
  antes	
  de	
  P5,	
   tras	
  el	
  correspon-­‐

diente	
  marcado	
  e	
  identificación	
  de	
  todos	
  los	
  animales.	
  	
  

Una	
  vez	
  tomadas	
  las	
  muestras	
  de	
  tejido,	
  éstas	
  se	
  homogeneizaron	
  durante	
  toda	
  la	
  noche	
  

manteniéndolas	
  en	
  un	
  tampón	
  compuesto	
  por	
  proteinasa	
  K	
  (6	
  U/ml,	
  Sigma-­‐Aldrich,	
  St.	
  Louis,	
  

EE.UU.)	
  diluida	
  en	
  un	
  tampón	
  de	
  lisis	
  que	
  contiene	
  0,2%	
  (p/v)	
  de	
  dodecil	
  sulfato	
  sódico	
  (SDS),	
  

ácido	
  etilen-­‐diamino-­‐tetra-­‐acético	
  (EDTA)	
  5	
  mM	
  a	
  pH	
  8,0,	
  NaCl	
  0,2	
  M	
  y	
  tampón	
  Tris	
  0,1	
  M	
  a	
  pH	
  

8,0	
  en	
  agua	
  ELIX	
  durante	
  toda	
  la	
  noche	
  a	
  55oC.	
  Al	
  día	
  siguiente	
  del	
  lisado	
  se	
  centrifugaron	
  las	
  

colas	
  a	
  13.200	
  rpm	
  durante	
  2	
  min,	
  desechándose	
  el	
  sobrenadante.	
  El	
  ADN	
  se	
  precipitó	
  con	
  un	
  

volumen	
  de	
  isopropanol	
  igual	
  al	
  del	
  tampón,	
  centrifugando	
  las	
  muestras	
  de	
  nuevo	
  (10	
  min)	
  a	
  

13.200	
  rpm.	
  Finalmente,	
  el	
  pellet	
  de	
  ADN	
  se	
  lavó	
  con	
  etanol	
  70%	
  (v/v)	
  a	
  4oC,	
  se	
  centrifugó	
  de	
  

nuevo	
  durante	
  10	
  min,	
  se	
  dejó	
  secar	
  y	
  se	
  resuspendió	
  en	
  H2O	
  ELIX.	
  

Reacción	
  en	
  cadena	
  de	
  la	
  polimerasa	
  
Mediante	
  la	
  técnica	
  PCR	
  podemos	
  amplificar	
  el	
  número	
  de	
  copias	
  de	
  la	
  secuencia	
  de	
  ADN	
  

que	
  nos	
  interesa.	
  En	
  este	
  caso,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado	
  más	
  arriba,	
  las	
  secuencias	
  amplifica-­‐

das	
  corresponden	
  a	
  dos	
  microsatélites	
  asociados	
  al	
  gen	
  Nna1.	
  El	
  tampón	
  para	
  llevar	
  a	
  cabo	
  la	
  

PCR	
  fue:	
  tampón	
  comercial	
  de	
  la	
  Taq	
  polimerasa	
  (5X,	
  Promega,	
  Madison,	
  Wisconsin,	
  EE.UU.),	
  

desoxinucleótidos	
  trifosfato	
  (0,2	
  mM,	
  Promega),	
  Taq	
  polimerasa	
  (0,013	
  U/μl,	
  Promega),	
  dime-­‐

tilsulfóxido	
  (DMSO;	
  5%),	
  MgCl2	
  (1,5	
  mM),	
  cebadores	
  (5	
  μM),	
  ADN	
  (entre	
  100	
  y	
  500	
  ng	
  de	
  mues-­‐

tra)	
  y	
  H2O	
  ELIX.	
  en	
  la	
  tabla	
  X	
  se	
  pueden	
  ver	
  las	
  secuencias	
  de	
  los	
  cebadores	
  usados	
  para	
  la	
  am-­‐

plificación	
  de	
  los	
  microsatélites.	
  	
  

	
  

La	
  PCR	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  un	
  termociclador	
  (Primus,	
  MWG-­‐	
  Biotech,	
  Vernon	
  Hills,	
  Illinois,	
  

EE.	
  UU.)	
  con	
  los	
  ciclos	
  de	
  temperatura	
  que	
  se	
  detallan	
  a	
  continuación.	
  

	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  D13Mit250	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  D13Mit283	
  
Temperatura	
  	
   Tiempo	
   	
   Temperatura	
  	
   Tiempo	
  
94ºC	
   	
   	
   5	
  min	
   	
   	
   94ºC	
   	
   	
   5	
  min	
  
94ºC	
   	
   	
   1	
  min	
   	
   	
   94ºC	
   	
   	
   1	
  min	
  
54ºC	
   	
   	
   1	
  min	
   	
  	
  	
  	
  	
  40	
  ciclos	
   53ºC	
   	
   	
   1	
  min	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  40	
  ciclos	
  
72ºC	
   	
   	
   1.5	
  min	
   	
   72ºC	
   	
   	
   1.5	
  min	
  
72ºC	
   	
   	
   10	
  min	
  	
   	
   72ºC 	
   	
   	
   10	
  min	
  
4ºC	
   	
   	
   infinito	
  	
   	
   4ºC 	
   	
   	
   infinito	
  

D13Mit250	
   Secuencia	
   D13Mit283	
   Secuencia	
  
Cebador-­‐1	
   5'-­‐ACACTCATTTCCATGCACGA-­‐3'	
   Cebador-­‐1	
   5'-­‐GGAAGCAGTCTCCTGCCTC-­‐3'	
  
Cebador-­‐2	
   5'-­‐AGGTCCTCAAATCTCACAAGTAGG-­‐3'	
   Cebador-­‐2	
   5'-­‐GAGAGGTGGCACATGAGGTT-­‐3'	
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Electroforesis	
  
Una	
  vez	
  amplificadas	
   las	
   secuencias	
  de	
   los	
  microsatélites	
  mediante	
  PCR,	
  ambas	
  secuen-­‐

cias	
  se	
  separaron	
  en	
  un	
  gel	
  de	
  agarosa	
  (MS-­‐8,	
  Pronadisa,	
  Madrid,	
  España)	
  al	
  3%	
  (p/v)	
  en	
  tam-­‐

pón	
  Tris-­‐borato-­‐EDTA,	
  mediante	
  electroforesis.	
  Al	
  gel	
  se	
   le	
  añadió	
  0,1µl	
  de	
  RedSafe©	
  (Sigma	
  

Aldrich)	
  por	
  ml	
  de	
  gel	
  para	
  la	
  visualización	
  de	
  las	
  bandas	
  del	
  ADN	
  amplificado	
  a	
  través	
  de	
  una	
  

lámpara	
  de	
   luz	
  ultravioleta	
   (Gel	
  Doc	
  XR,	
  BioRad	
   Laboratories,	
  Barcelona,	
   España).	
   La	
   separa-­‐

ción	
  de	
   las	
   secuencias	
  de	
   los	
  microsatélites	
   es	
  posible	
   gracias	
   a	
  que	
   tienen	
  diferentes	
  pesos	
  

moleculares.	
  Los	
  animales	
  heterocigotos	
  (+/pcd)	
  se	
  diferenciaron	
  por	
  la	
  formación	
  de	
  dos	
  ban-­‐

das	
  en	
  el	
  gel	
  (130	
  y	
  116	
  pb	
  para	
  el	
  D13Mit250,	
  o	
  bien	
  114	
  y	
  136	
  pb	
  para	
  el	
  D13Mit283),	
  mien-­‐

tras	
  que	
  en	
   los	
  animales	
  homocigotos	
  se	
   formaba	
  una	
  única	
  banda	
  de	
  mayor	
  grosor,	
  116	
  pb	
  

para	
  el	
  D13Mit250,	
  o	
  de	
  136	
  pb	
  para	
  el	
  D13Mit283	
  en	
  los	
  animales	
  silvestres	
  (+/+),	
  y	
  130	
  pb	
  

para	
  el	
  D13Mit250	
  o	
  de	
  114	
  pb	
  para	
  el	
  D13Mit283	
  en	
  los	
  mutantes	
  PCD	
  (pcd/pcd).	
  

ANÁLISIS	
  COMPORTAMENTAL	
  
Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  comprender	
  el	
  posible	
  impacto	
  de	
  la	
  neurodegeneración	
  de	
  las	
  células	
  

de	
   Purkinje	
   del	
   cerebelo	
   en	
   el	
   ratón	
  mutante	
   PCD	
  en	
   la	
   coordinación	
  motora	
   y	
   en	
  procesos	
  

cognitivos	
   como	
   la	
   memoria,	
   la	
   preferencia	
   social	
   o	
   la	
   exploración,	
   se	
   realizaron	
   diferentes	
  

pruebas	
  comportamentales	
  a	
   lo	
   largo	
  del	
  desarrollo	
  postnatal	
   (a	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  y	
  P30).	
  Todas	
  

las	
  pruebas	
  comportamentales,	
  que	
  se	
  describirán	
  detalladamente	
  a	
  continuación,	
  se	
  llevaron	
  

a	
   cabo	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
  mañana	
   y	
   en	
   el	
  mismo	
  orden	
   en	
   el	
   que	
   se	
   describen.	
   Estas	
   pruebas	
  

comportamentales,	
  salvo	
  la	
  prueba	
  de	
  rota-­‐rod,	
  se	
  realizaron	
  únicamente	
  a	
  animales	
  silvestres	
  

o	
  mutantes	
  sin	
  ningún	
  tipo	
  de	
  administración	
  farmacológica.	
  

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  los	
  tres	
  tipos	
  de	
  administraciones	
  llevadas	
  a	
  cabo	
  –continua	
  de	
  P7	
  a	
  

P21,	
  aguda	
  a	
  P14	
  y	
  aguda	
  a	
  P16-­‐,	
  resultó	
  complicado	
  realizar	
  todas	
  las	
  pruebas	
  comportamen-­‐

tales.	
  Esto	
  se	
  debe	
  a	
  que	
  en	
  las	
  primeras	
  etapas	
  de	
  análisis	
  –P15-­‐	
  no	
  todos	
  los	
  grupos	
  habían	
  

sido	
   tratados	
   con	
  OEA,	
   por	
   lo	
   que	
   se	
   podrían	
   hallar	
   sesgos	
   debido	
   al	
   diferente	
   tratamiento.	
  

Además,	
  el	
  tratamiento	
  continuo	
  obligaría	
  a	
  tener	
  en	
  cuenta	
  los	
  posibles	
  efectos	
  de	
  la	
  OEA	
  a	
  

corto	
  plazo	
  en	
  dichas	
  pruebas	
  comportamentales.	
  Sin	
  embargo,	
  estudios	
  previos	
  han	
  demos-­‐

trado	
  que	
   las	
   dosis	
   empleadas	
   en	
   la	
   presente	
   Tesis	
  Doctoral	
   no	
   afectan	
   a	
   la	
   ejecución	
  de	
   la	
  

prueba	
  de	
  rota-­‐rod	
  (González-­‐Aparicio	
  y	
  Moratalla,	
  2014),	
  lo	
  que	
  nos	
  asegura	
  que	
  los	
  resulta-­‐

dos	
  se	
  deberán	
  solamente	
  a	
  un	
  efecto	
  paliativo	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  del	
  ratón	
  

PCD.	
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Rota-­‐‑rod	
  
El	
   test	
   de	
   rota-­‐rod	
   se	
   empleó	
   para	
   estudiar	
   la	
   coordinación	
  motora	
   del	
   ratón	
  mutante	
  

PCD	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  desarrollo	
  postnatal.	
  El	
  test	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  a	
  una	
  aceleración	
  de	
  0,6	
  rpm/s,	
  

de	
  4	
  a	
  40	
  rpm,	
  en	
  10	
  min.	
  Cada	
  día	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  7	
  sesiones,	
  con	
  20	
  min	
  de	
  espera	
  entre	
  

cada	
  una.	
  Tanto	
  al	
   inicio	
  como	
  al	
  final	
  de	
  cada	
  sesión	
  se	
  lavó	
  el	
  aparato	
  con	
  etanol	
  96%	
  para	
  

evitar	
   la	
  posible	
  influencia	
  de	
  olores.	
  A	
  diferencia	
  del	
  resto	
  de	
  pruebas	
  comportamentales,	
   la	
  

prueba	
  de	
  rota-­‐rod	
  se	
  realizó	
  a	
  todos	
  los	
  animales	
  por	
  igual,	
  tanto	
  para	
  el	
  estudio	
  del	
  desarro-­‐

llo	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD,	
  como	
  para	
  el	
  estudio	
  del	
  efecto	
  del	
  tratamiento	
  con	
  OEA.	
  

Test	
  de	
  comportamiento	
  en	
  jaula	
  
El	
   test	
   de	
   comportamiento	
   en	
   jaula	
   se	
   realizó	
   con	
   el	
   objetivo	
   de	
   analizar	
   el	
   comporta-­‐

miento	
  general	
  de	
   los	
  ratones	
  en	
  una	
  situación	
  con	
  bajo	
  nivel	
  de	
  estrés.	
  De	
  esta	
  manera	
  po-­‐

demos	
  estudiar	
  cómo	
  las	
  alteraciones	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD	
  afectan	
  a	
  su	
  

comportamiento	
   general.	
   Éste	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   en	
   jaulas	
   estandarizadas	
   de	
   mantenimiento,	
  

para	
  lo	
  cual	
  se	
  asignó	
  una	
  a	
  cada	
  animal	
  para	
  todos	
  los	
  días	
  de	
  experimentación.	
  La	
  jaula	
  asig-­‐

nada	
  fue	
  usada	
  únicamente	
  por	
  dicho	
  animal	
  hasta	
  el	
  final	
  del	
  periodo	
  experimental,	
  evitando	
  

de	
  esta	
  manera	
  la	
  posible	
  influencia	
  de	
  olores	
  de	
  otros	
  ratones.	
  Los	
  animales	
  se	
  emplazaron	
  en	
  

la	
  caja	
  durante	
  10	
  min	
  antes	
  del	
  comienzo	
  del	
  análisis	
  para	
  que	
  se	
  habituaran	
  al	
  entorno.	
  Pos-­‐

teriormente	
  se	
  grabó	
  y	
  analizó	
  el	
   comportamiento	
  de	
   los	
  animales	
  durante	
  10	
  min	
   (Fig.	
   13).	
  

Los	
  parámetros	
  analizados	
  en	
  la	
  prueba	
  de	
  comportamiento	
  en	
  jaula	
  fueron:	
  1)	
  limpiezas,	
  de-­‐

bido	
  a	
  que	
   son	
  comportamientos	
  estereotípicos	
  de	
   los	
   ratones	
   relacionados	
   con	
   la	
  actividad	
  

cerebelosa.	
  Precisamente,	
  los	
  trastornos	
  de	
  tipo	
  autista	
  y	
  la	
  esquizofrenia	
  se	
  caracterizan	
  por	
  

la	
   realización	
  de	
  comportamientos	
  compulsivos	
  o	
  estereotipados	
   (Garner	
  et	
  al.,	
  2003);	
  2)	
  ex-­‐

ploraciones,	
  como	
   indicador	
  de	
   la	
  capacidad	
  de	
   los	
   ratones	
  para	
   interaccionar	
  y	
  examinar	
  su	
  

entorno.	
  Las	
  alteraciones	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  interacción	
  con	
  el	
  entorno	
  son	
  características	
  de	
  

diferentes	
  trastornos	
  psiquiátricos	
  (O’Neill	
  y	
  Happe,	
  2000;	
  Schneider	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Walsh	
  et	
  al.,	
  

2012);	
  3)	
  movimiento	
  general,	
  como	
  un	
  indicador	
  de	
  la	
  capacidad	
  de	
  movilidad	
  de	
  los	
  anima-­‐

les,	
  lo	
  que	
  nos	
  permite	
  tener	
  una	
  mejor	
  comprensión	
  de	
  la	
  posible	
  influencia	
  de	
  las	
  alteracio-­‐

nes	
  motoras	
  en	
  la	
  realización	
  de	
  las	
  pruebas	
  comportamentales.	
  Estos	
  parámetros	
  se	
  escogie-­‐

ron	
  en	
  base	
  a	
  estudios	
  previos	
  sobre	
  modelos	
  animales	
  de	
  trastornos	
  psiquiátricos	
  (McFarlane	
  

et	
  al.,	
  2008;	
  Silverman	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Tsai	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Földy	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Wöhr	
  y	
  Scattoni,	
  2013).	
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Test	
  de	
  reconocimiento	
  de	
  objetos	
  (NOR)	
  
El	
   test	
   de	
   reconocimiento	
   de	
   objetos	
   (NOR11)	
   se	
   empleó	
   con	
   el	
   objetivo	
   de	
   estudiar	
   la	
  

memoria	
  de	
  reconocimiento.	
  Esto	
  nos	
  permite	
  analizar	
  cómo	
  el	
  desarrollo	
  de	
  las	
  alteraciones	
  

cerebelosas	
  puede	
  afectar	
  a	
  la	
  memoria	
  de	
  reconocimiento	
  de	
  los	
  ratones.	
  	
  

El	
  test	
  de	
  reconocimiento	
  de	
  objetos	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  la	
  misma	
  jaula	
  en	
  la	
  que	
  se	
  realizó	
  

la	
  prueba	
  de	
  comportamiento	
  en	
  jaula,	
  evitando	
  así	
  el	
  estrés	
  derivado	
  de	
  los	
  cambios	
  de	
  en-­‐

torno.	
  El	
  primer	
  día	
  de	
  análisis	
  (P15),	
  se	
  pusieron	
  dos	
  objetos	
  idénticos	
  (A-­‐A)	
  en	
  dos	
  esquinas	
  

opuestas	
  de	
  la	
  jaula,	
  permitiendo	
  que	
  los	
  animales	
  se	
  familiarizaran	
  con	
  ellos.	
  Los	
  días	
  siguien-­‐

tes	
  se	
  mantuvo	
  uno	
  de	
  los	
  objetos	
  usados	
  el	
  primer	
  día	
  (A),	
  y	
  otro	
  se	
  cambió	
  por	
  uno	
  nuevo.	
  

Los	
  objetos	
  nuevos	
  se	
  cambiaron	
  cada	
  día	
  de	
  experimentación	
  (B	
  a	
  P17,	
  C	
  a	
  P22	
  y	
  D	
  a	
  P30.	
  Ver	
  

Fig.	
  14),	
  midiéndose	
  el	
  porcentaje	
  de	
  tiempo	
  que	
  pasaron	
  los	
  animales	
  explorando	
  los	
  objetos	
  

nuevos	
  con	
  respecto	
  al	
  objeto	
  familiar.	
  Este	
  test	
  se	
  basa	
  precisamente	
  en	
  la	
  predisposición	
  de	
  

los	
  ratones	
  a	
  explorar	
  objetos	
  nuevos.	
  Así,	
   los	
  ratones	
  de	
  forma	
  normal	
  tienden	
  a	
  pasar	
  más	
  

tiempo	
  explorando	
  los	
  objetos	
  novedosos	
  que	
  los	
  objetos	
  ya	
  conocidos	
  (Ennaceur	
  y	
  Delacour,	
  

1988;	
  Antunes	
  y	
  Biala,	
  2012).	
  Una	
  vez	
  finalizado	
  el	
  test	
  NOR,	
  se	
  dejó	
  a	
  los	
  animales	
  en	
  reposo	
  

antes	
  de	
  comenzar	
  con	
  el	
  test	
  de	
  preferencia	
  social.	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

11	
  Del	
  inglés	
  Novel	
  Object	
  Recognition	
  	
  

Figura	
  13:	
  Imagen	
  de	
  una	
  animal	
  durante	
  el	
  test	
  de	
  comportamiento	
  en	
  jaula.	
  Puede	
  observarse	
  
al	
  ratón	
  llevando	
  a	
  cabo	
  una	
  exploración	
  del	
  entorno.	
  Además,	
  la	
  base	
  de	
  la	
  jaula	
  está	
  cubierta	
  
con	
  viruta	
  para	
  facilitar	
  el	
  movimiento	
  de	
  los	
  animales	
  y	
  disminuir	
  su	
  estrés.	
  Abajo	
  están	
  repre-­‐
sentados	
  los	
  comportamientos	
  a	
  analizar	
  en	
  la	
  prueba	
  de	
  comportamiento	
  en	
  jaula.	
  

Limpiezas	
   Exploraciones	
   Movimiento	
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Figura	
  14:	
  Representación	
  de	
   la	
  prueba	
  NOR	
  
a	
   lo	
   largo	
   de	
   los	
   días	
   analizados.	
   Puede	
   ob-­‐
servarse	
   cómo	
   el	
   objeto	
   A	
   se	
  mantiene	
   a	
   lo	
  
largo	
  de	
   los	
  días	
  en	
   la	
  misma	
  posición.	
  Aun-­‐
que	
   la	
   posición	
   del	
   objeto	
   complementario	
  
(objetos	
  B,	
  C	
  y	
  D)	
  se	
  mantiene	
  también,	
  éste	
  
es	
  diferente	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
   los	
  diferentes	
  días	
  
de	
  análisis.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Test	
  de	
  preferencia	
  social	
  
Uno	
  de	
  los	
  comportamientos	
  más	
  ampliamente	
  relacionados	
  con	
  el	
  cerebelo	
  es	
  la	
  prefe-­‐

rencia	
  social.	
  Esta	
  prueba	
  nos	
  permite	
  averiguar	
  cómo	
   las	
  diferentes	
  alteraciones	
  que	
  se	
  van	
  

produciendo	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  afectan	
  a	
  su	
  compor-­‐

tamiento	
  social.	
  El	
  test	
  de	
  preferencia	
  social	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  una	
  caja	
  de	
  Plexiglas®	
  (50	
  x	
  29	
  

cm)	
  dividida	
  en	
  3	
  compartimentos	
  de	
  igual	
  tamaño	
  (16,67	
  x	
  29	
  cm).	
  Durante	
  la	
  primera	
  parte	
  

del	
  test	
  se	
  deja	
  a	
  los	
  animales	
  en	
  el	
  compartimento	
  central	
  para	
  que	
  exploren	
  el	
  entorno	
  du-­‐

rante	
  10	
  min.	
  Una	
  vez	
  finalizado	
  el	
  periodo	
  de	
  adaptación,	
  se	
  vuelve	
  a	
  colocar	
  al	
  animal	
  en	
  el	
  

centro,	
   pero	
   esta	
   vez	
   con	
   un	
   animal	
   estímulo	
   en	
   uno	
   de	
   los	
   compartimentos	
   laterales	
   y	
   un	
  

objeto	
  en	
  el	
  otro	
  (Fig.	
  15).	
  Tanto	
  el	
  animal	
  estímulo	
  como	
  el	
  objeto	
  se	
  pusieron	
  dentro	
  de	
  un	
  

recipiente	
   fenestrado	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  permitir	
   la	
   interacción	
  del	
   animal	
  a	
   testar	
   con	
  cual-­‐

quiera	
  de	
  los	
  estímulos.	
  De	
  este	
  modo,	
  se	
  midió	
  el	
  porcentaje	
  de	
  tiempo	
  que	
  pasaron	
  los	
  ani-­‐

males	
  en	
  el	
  compartimento	
  en	
  el	
  que	
  se	
  ubicaba	
  el	
  animal	
  estímulo	
  con	
  respecto	
  al	
  comparti-­‐

mento	
  en	
  el	
  que	
  se	
  encontraba	
  el	
  objeto	
  (Moy	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Los	
  ratones,	
  como	
  animales	
  socia-­‐

les,	
  tenderán	
  a	
  pasar	
  más	
  tiempo	
  en	
  el	
  compartimento	
  en	
  el	
  que	
  se	
  encuentra	
  el	
  animal	
  estí-­‐

mulo	
  que	
  en	
  el	
  del	
  objeto.	
  Sin	
  embargo,	
   las	
  alteraciones	
  en	
  el	
  comportamiento	
  social	
  de	
   los	
  

animales	
  disminuyen	
  el	
  porcentaje	
  de	
  tiempo	
  en	
  el	
  compartimento	
  con	
  el	
  animal	
  estímulo.	
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TRATAMIENTO	
  FARMACOLÓGICO	
  
Para	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  (Calbiochem,	
  San	
  Diego,	
  EE.UU.)	
  en	
  el	
  proceso	
  neurode-­‐

generativo	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
  del	
   ratón	
  mutante	
  PCD,	
  el	
   fármaco	
   se	
  diluyó	
  en	
  etanol	
  

absoluto	
  y	
  posteriormente	
  se	
  rebajó	
  al	
  10%	
  con	
  H2O	
  ELIX	
  para	
  su	
  administración	
  por	
  vía	
  intra-­‐

peritoneal,	
  como	
  se	
  ha	
  descrito	
  previamente	
  (Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009).	
  La	
  preparación	
  de	
  

la	
  OEA	
  para	
  su	
  administración	
  se	
  hizo	
  en	
  fresco,	
  evitando	
  de	
  esta	
  forma	
  la	
  degradación	
  de	
  la	
  

misma.	
  Las	
  dosis	
  empleadas	
  fueron	
  de	
  1,	
  5	
  y	
  10	
  mg/kg	
  en	
  administraciones	
  de	
  10µl/g	
  (p.a.).	
  	
  

Asimismo,	
   se	
   llevaron	
   a	
   cabo	
   3	
   tratamientos	
   diferentes	
   basados	
   en	
   el	
   desarrollo	
   de	
   la	
  

neurodegeneración	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
  del	
   cerebelo	
  en	
  el	
   ratón	
  mutante	
  PCD	
   (ver	
  es-­‐

quema	
  en	
  Fig.	
  16):	
  1)	
  administración	
  aguda	
  a	
  P14,	
  previamente	
  al	
  comienzo	
  del	
  proceso	
  pre-­‐

neurodegenerativo;	
  2)	
  administración	
  aguda	
  a	
  P16,	
  durante	
  el	
  proceso	
  pre-­‐neurodegenerativo	
  

y	
  previa	
  al	
  comienzo	
  de	
  la	
  neurodegeneración;	
  3)	
  administración	
  diaria	
  desde	
  P7	
  hasta	
  P21.	
  	
  

De	
  este	
  modo,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  las	
  diferentes	
  dosis	
  empleadas	
  así	
  como	
  las	
  pautas	
  de	
  

administración,	
   finalmente	
  se	
  obtuvieron	
  12	
  grupos	
  de	
  tratamiento	
  con	
  OEA	
  en	
  animales	
  sil-­‐

vestres	
  y	
  otros	
  12	
  en	
  ratones	
  mutantes	
  PCD.	
  Tras	
  el	
  tratamiento	
  los	
  animales	
  se	
  mantuvieron	
  

estabulados	
  en	
  el	
  Servicio	
  de	
  Experimentación	
  Animal	
  de	
  la	
  Universidad	
  de	
  Salamanca	
  hasta	
  su	
  

sacrificio	
  a	
  P30,	
  edad	
  a	
  la	
  que	
  se	
  analizó	
  el	
  cerebelo.	
  

Todos	
   los	
  animales	
  tratados	
  con	
  OEA	
  realizaron	
  la	
  prueba	
  de	
  rota-­‐rod	
  a	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  y	
  

P30	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado	
  en	
  el	
  apartado	
  anterior,	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  

la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  el	
  comportamiento	
  motor.	
  

Figura	
  15:	
  Representación	
  de	
  la	
  prueba	
  de	
  preferencia	
  social.	
  Cada	
  día	
  se	
  pone	
  a	
  los	
  animales	
  en	
  el	
  centro	
  del	
  apa-­‐
rato	
  para	
  que	
  lo	
  explore.	
  Posteriormente	
  se	
  pone	
  en	
  el	
  mismo	
  aparato	
  un	
  animal	
  y	
  un	
  objeto	
  para	
  analizar	
  la	
  prefe-­‐
rencia	
  de	
  los	
  animales.	
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Figura	
  16:	
  Línea	
  temporal	
  indicando	
  los	
  tres	
  tipos	
  de	
  tratamiento	
  realizados	
  (verde)	
  y	
  su	
  relación	
  con	
  los	
  procesos	
  
pre-­‐neurodegenerativo	
  y	
  neurodegenerativo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  (rojo),	
  así	
  como	
  el	
  desarrollo	
  normal	
  del	
  cere-­‐
belo	
  (azul).	
  

OBTENCIÓN	
  Y	
  PREPARACIÓN	
  DEL	
  TEJIDO	
  
Las	
  edades	
  para	
  la	
  obtención	
  del	
  tejido	
  dependieron	
  de	
  los	
  experimentos	
  realizados.	
  Así,	
  

para	
  el	
  estudio	
  del	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  se	
  usaron	
  animales	
  con	
  edades	
  de	
  P7,	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  

y	
  P30,	
  tanto	
  silvestres	
  como	
  mutantes	
  PCD.	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  los	
  animales	
  usados	
  para	
  el	
  aná-­‐

lisis	
  comportamental	
  -­‐sin	
  tratamiento	
  alguno-­‐,	
  así	
  como	
  los	
  animales	
  tratados	
  con	
  OEA	
  se	
  sa-­‐

crificaron	
  a	
  P30.	
  

Sacrificio	
  y	
  disección	
  
Todos	
  los	
  animales	
  se	
  anestesiaron	
  con	
  hidrato	
  de	
  cloral	
  5%	
  (p/v)	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  10µl/g;	
  

el	
  efecto	
  de	
  la	
  anestesia	
  se	
  comprobó	
  por	
  la	
  ausencia	
  del	
  reflejo	
  plantar	
  o	
  del	
  reflejo	
  palpebral	
  

según	
  la	
  edad.	
  Los	
  animales	
  utilizados	
  a	
  P7	
  se	
  sacrificaron	
  por	
  decapitación,	
  tras	
  la	
  cual	
  se	
  ex-­‐

trajo	
  el	
  cerebro	
  y	
  se	
  fijó	
  por	
  inmersión	
  en	
  Somogyi	
  sin	
  glutaraldehído	
  (paraformaldehído	
  al	
  4%,	
  

p/v,	
  y	
  15%	
  de	
  ácido	
  pícrico	
  saturado	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  0,1	
  a	
  pH	
  7,3)	
  durante	
  72	
  horas.	
  	
  

El	
  tejido	
  del	
  resto	
  de	
  animales	
  se	
  fijó	
  mediante	
  perfusión	
  a	
  través	
  de	
  la	
  aorta	
  ascendente	
  

con	
  una	
  bomba	
  peristáltica	
  con	
  un	
  flujo	
  de	
  8	
  ml/min.	
  Inicialmente	
  se	
  lavó	
  el	
  árbol	
  vascular	
  con	
  

solución	
  salina	
  0,9%	
  (p/v)	
  durante	
  1	
  minuto	
  tras	
  la	
  inyección	
  de	
  15	
  µl	
  de	
  heparina	
  sódica.	
  Pos-­‐

teriormente	
   se	
   continuó	
   con	
   la	
   solución	
   fijadora	
  de	
   Somogyi	
   (sin	
   glutaraldehído)	
  durante	
  15	
  

min.	
  Tras	
  la	
  extracción	
  del	
  encéfalo,	
  el	
  tejido	
  se	
  postfijó	
  durante	
  2	
  horas	
  mediante	
  inmersión	
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en	
   la	
   misma	
   solución	
   fijadora.	
   Transcurrido	
   ese	
   tiempo	
   los	
   bloques	
   se	
   lavaron	
   con	
   tampón	
  

fosfato	
  3	
  veces	
  y	
  se	
  dejaron	
  en	
  agitación	
  a	
  4	
  oC	
  durante	
  toda	
  la	
  noche.	
  Al	
  día	
  siguiente	
  se	
  cam-­‐

bió	
  el	
  tampón	
  fosfato	
  por	
  una	
  solución	
  de	
  sacarosa	
  al	
  30%	
  (p/v)	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  para	
  crio-­‐

proteger	
  el	
  tejido.	
  Finalmente,	
  los	
  bloques	
  se	
  congelaron	
  en	
  nitrógeno	
  líquido	
  y	
  se	
  almacena-­‐

ron	
  a	
  -­‐80	
  oC	
  hasta	
  su	
  uso.	
  	
  

Seccionamiento	
  del	
  tejido	
  
El	
  objetivo	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  es	
  el	
  estudio	
  del	
  cerebelo,	
  por	
  lo	
  que	
  sólo	
  se	
  sec-­‐

cionó	
  dicha	
  estructura,	
  y	
  se	
  almacenó	
  el	
  resto	
  del	
  tejido	
  a	
  -­‐80	
  oC.	
  Los	
  cerebelos	
  de	
  los	
  animales	
  

se	
  seccionaron	
  en	
  cortes	
  parasagitales	
  en	
  un	
  microtomo	
  de	
  deslizamiento	
  acoplado	
  a	
  una	
  uni-­‐

dad	
  de	
  congelación	
  (Leica,	
  Nussloch,	
  Alemania),	
  a	
  un	
  grosor	
  de	
  30	
  µm.	
  Las	
  secciones	
  se	
  reco-­‐

gieron	
  en	
  flotación	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  0,1	
  M	
  y	
  se	
  distribuyeron	
  en	
  placas	
  de	
  cultivo	
  de	
  24	
  poci-­‐

llos	
  de	
  manera	
  seriada.	
  Posteriormente	
  se	
  lavaron	
  las	
  secciones	
  3	
  x	
  10	
  min	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  

y	
   se	
  conservaron	
  a	
   -­‐20	
   oC	
  en	
  una	
  mezcla	
  congeladora	
  compuesta	
  por	
  30%	
  de	
  glicerol	
   (v/v)	
  y	
  

30%	
  (v/v)	
  de	
  polietilenglicol	
  en	
  tampón	
  fosfato.	
  

ANÁLISIS	
  HISTOLÓGICO	
  
Para	
  el	
  estudio	
  histológico	
  del	
  cerebelo	
  se	
  emplearon	
  animales	
  silvestres	
  y	
  mutantes	
  PCD	
  

de	
  diferentes	
  edades,	
  en	
  función	
  del	
  análisis	
  realizado.	
  De	
  este	
  modo,	
  podemos	
  dividir	
  los	
  ex-­‐

perimentos	
   desarrollados	
   durante	
   la	
   presente	
   Tesis	
   Doctoral	
   en	
   dos	
   partes:	
   1)	
   estudio	
   del	
  

desarrollo	
  post-­‐natal	
  y	
  degeneración	
  temprana	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  y	
  2)	
  estu-­‐

dio	
  del	
  efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  la	
  degeneración	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  

PCD.	
   Para	
   el	
   estudio	
   del	
   desarrollo	
   del	
   cerebelo,	
   las	
   edades	
   se	
   determinaron	
   en	
   base	
   a	
   dos	
  

aspectos:	
  1)	
  el	
  desarrollo	
  morfológico	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo	
  y	
  2)	
  el	
  desarrollo	
  

del	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  del	
  cerebelo	
  en	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  (ver	
  Fig.	
  16).	
  En	
  conse-­‐

cuencia,	
  para	
  esta	
  primera	
  parte,	
  el	
   tejido	
   se	
  obtuvo	
  y	
   se	
  analizó	
  a	
  P7,	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  y	
  P30.	
  

Respecto	
  a	
   la	
   segunda	
  parte	
  del	
  estudio	
   (análisis	
  del	
  efecto	
  de	
   la	
  administración	
  de	
  OEA),	
  el	
  

tejido	
  se	
  analizó	
  únicamente	
  a	
  P30,	
  lo	
  que	
  permitió	
  observar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  a	
  medio	
  plazo.	
  

Este	
  análisis	
  a	
  P30	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  los	
  distintos	
  tipos	
  de	
  administración	
  de	
  OEA.	
  

En	
  cualquier	
  caso,	
  el	
  tejido	
  se	
  analizó	
  mediante	
  diferentes	
  técnicas	
  histológicas	
  que	
  des-­‐

cribiremos	
  a	
  continuación.	
  



Material	
  y	
  métodos	
  

	
  
	
  

Inmunofluorescencia	
  indirecta	
  
La	
  detección	
  de	
  las	
  diferentes	
  proteínas	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  secciones	
  de	
  30	
  µm	
  de	
  grosor,	
  

obtenidas	
  como	
  se	
  ha	
   indicado	
  anteriormente.	
  Para	
  ello	
   se	
  usó	
   la	
   técnica	
  de	
   inmunofluores-­‐

cencia	
  indirecta.	
  Esta	
  técnica	
  consiste	
  en	
  la	
  detección	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  interés	
  (antígeno)	
  me-­‐

diante	
   el	
   uso	
   de	
   anticuerpos	
   primarios	
   específicos	
   contra	
   dicha	
   proteína.	
   Posteriormente	
   se	
  

emplearon	
  anticuerpos	
  secundarios	
  unidos	
  a	
  un	
  fluorocromo,	
  que	
  se	
  unen	
  a	
  su	
  vez	
  a	
  los	
  anti-­‐

cuerpos	
  primarios.	
  La	
  luz	
  emitida	
  por	
  el	
  fluorocromo	
  asociado	
  al	
  anticuerpo	
  secundario,	
  tras	
  su	
  

excitación	
  específica	
  mediante	
  un	
  microscopio	
  de	
  fluorescencia,	
  nos	
  permitió	
  localizar	
  la	
  pro-­‐

teína	
  diana.	
  La	
  existencia	
  de	
  diferentes	
  fluorocromos,	
  así	
  como	
  de	
  filtros	
  específicos	
  para	
  mi-­‐

croscopio,	
  nos	
  permite	
  detectar	
  varias	
  proteínas	
  al	
  mismo	
  tiempo,	
  pudiendo	
  analizar	
  su	
  expre-­‐

sión	
  de	
  manera	
  simultánea.	
  	
  

Para	
  la	
  detección	
  de	
  los	
  antígenos	
  se	
  incubaron	
  las	
  secciones	
  en	
  Triton	
  X-­‐100	
  al	
  0,1%,	
  un	
  

suero	
  al	
  10%	
  para	
  evitar	
  uniones	
   inespecíficas	
  y	
   los	
  anticuerpos	
  primarios	
  a	
   la	
  concentración	
  

adecuada	
  para	
   cada	
  uno.	
  Posteriormente	
   todo	
  esto	
   fue	
  diluido	
  en	
   tampón	
   fosfato	
   salino	
  pH	
  

7,3.	
   Con	
   el	
   objetivo	
   de	
   conseguir	
   un	
  marcaje	
   adecuado,	
   las	
   secciones	
   se	
   incubaron	
   en	
   esta	
  

mezcla	
  durante	
  72	
  horas	
  a	
  4	
  oC.	
  Los	
  anticuerpos	
  primarios	
  utilizados	
  y	
  sus	
  concentraciones	
  se	
  

enumeran	
   en	
   la	
   Tabla	
   2.	
   Pasado	
   el	
   periodo	
   de	
   incubación	
   de	
   los	
   anticuerpos	
   primarios,	
   las	
  

secciones	
  se	
   lavaron	
  3	
  x	
  10	
  min	
  en	
   tampón	
   fosfato	
  salino.	
  Posteriormente	
  se	
   llevó	
  a	
  cabo	
   la	
  

detección	
  de	
   los	
  anticuerpos	
  primarios	
  mediante	
   la	
   incubación	
  del	
  tejido	
  con	
  anticuerpos	
  se-­‐

cundarios	
  asociados	
  a	
  diferentes	
  fluorocromos,	
  escogidos	
  en	
  función	
  de	
  cada	
  tipo	
  de	
  análisis.	
  

Para	
  ello	
  se	
  diluyeron	
  los	
  anticuerpos	
  secundarios	
  correspondientes	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  salino	
  a	
  

una	
  dilución	
  de	
  1:500.	
  Cuando	
  se	
  usaron	
  anticuerpos	
  para	
  los	
  receptores	
  PPARα,	
  éstos	
  se	
  reve-­‐

laron	
  usando	
  anticuerpos	
  secundarios	
  biotinados	
  (1:300)	
  revelados	
  a	
  posteriori	
  con	
  estreptavi-­‐

dina	
  (1:500)	
  durante	
  1h;	
  ello	
  permite	
  amplificar	
  más	
  la	
  señal	
  fluorescente	
  y	
  observar	
  mejor	
  el	
  

antígeno	
   de	
   interés.	
   Al	
   finalizar	
   la	
   incubación	
   con	
   estreptavidina	
   se	
   añadió	
   DAPI	
   (1:30.000)	
  

durante	
  15	
  min	
  y	
  posteriormente	
  se	
  lavó	
  el	
  tejido	
  3	
  x	
  10	
  min	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  salino.	
  	
  

Anticuerpo	
  primario	
   Animal	
  huésped	
   Casa	
  comercial	
   Concentración	
  
Anti-­‐Calbindina	
  D-­‐28k	
   Ratón	
   Swant	
   1:2.000	
  
Anti-­‐CB1	
   Cobaya	
   Frontiers	
  science	
   1:1.000	
  
Anti-­‐CB2	
   Burro	
   SCBT	
   1:500	
  
Anti-­‐S100	
   Ratón	
   Millipore	
   1:1.000	
  
Anti-­‐Iba1	
   Pollo	
   Abcam	
   1:1.000	
  
Anti-­‐PPARα	
   Conejo	
   Thermo	
  Scientific	
   1:100	
  
Tabla	
  2:	
  Relación	
  de	
  los	
  anticuerpos	
  utilizados	
  y	
  sus	
  concentraciones	
  de	
  uso.	
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TUNEL	
  (Terminal	
  transferase-­‐‑mediated	
  dUTP	
  Nick	
  End	
  Labelling)	
  
La	
  técnica	
  TUNEL	
  se	
  empleó	
  para	
  la	
  detección	
  de	
  células	
  en	
  apoptosis.	
  El	
  procesamiento	
  y	
  

seccionamiento	
  de	
   las	
   secciones	
  usadas	
   fue	
  el	
  mismo	
  que	
   se	
  ha	
  descrito	
  anteriormente.	
   Las	
  

secciones	
  se	
  lavaron	
  3	
  x	
  10	
  min	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  y	
  a	
  continuación	
  se	
  fijó	
  de	
  nuevo	
  el	
  tejido	
  

con	
  una	
  solución	
  etanol:ácido	
  acético	
   (2:1,	
  v/v)	
  a	
   -­‐20	
  oC	
  durante	
  5	
  min,	
  para	
   lavarse	
  a	
  conti-­‐

nuación	
  3	
  x	
  10	
  min	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  salino.	
  Posteriormente	
  las	
  secciones	
  se	
  permeabilizaron	
  

con	
  0,2%	
  Triton	
  X-­‐100	
  (v/v)	
  y	
  0,1%	
  de	
  citrato	
  sódico	
  (v/v)	
  en	
  tampón	
  fosfato	
  0,1	
  M	
  durante	
  15	
  

min.	
  A	
  continuación	
  las	
  secciones	
  se	
  incubaron	
  en	
  tampón	
  TUNEL	
  (30	
  mM	
  Tris	
  pH	
  7,2,	
  140	
  mM	
  

cacodilato	
  de	
  sodio,	
  1	
  mM	
  cloruro	
  de	
  cobalto,	
  0,3%	
  Triton	
  X-­‐100).	
  Finalmente,	
  se	
  añadió	
  a	
  las	
  

secciones	
  transferasa	
  terminal	
  (2	
  μl/ml;	
  Roche)	
  y	
  dUTP-­‐biotinado	
  (1	
  μl/ml;	
  Roche)	
  y	
  se	
  incuba-­‐

ron	
  durante	
  1	
  hora	
  y	
  30	
  min	
  a	
  37	
  oC.	
  Al	
  finalizar	
  el	
  tiempo	
  de	
  espera,	
  la	
  reacción	
  se	
  paró	
  con	
  

tampón	
  citrato	
  salino	
  (2	
  x	
  10	
  min)	
  y	
  posteriormente	
  se	
  lavaron	
  las	
  secciones	
  con	
  tampón	
  fosfa-­‐

to	
  salino	
  (3	
  x	
  10	
  min).	
  	
  

La	
  técnica	
  TUNEL	
  se	
  combinó	
  con	
  la	
  inmunofluorescencia	
  con	
  objeto	
  de	
  identificar	
  correc-­‐

tamente	
   las	
  neuronas	
  en	
  apoptosis.	
  Así,	
  una	
  vez	
   finalizada	
   la	
  técnica	
  TUNEL,	
   las	
  secciones	
  se	
  

incubaron	
  con	
  los	
  anticuerpos	
  primarios	
  correspondientes.	
  Pasadas	
  72	
  h	
  de	
  incubación	
  se	
  re-­‐

veló	
   la	
   técnica	
   TUNEL	
   con	
   estreptavidina	
   Cy2,	
   y	
   los	
   anticuerpos	
   primarios	
   con	
   el	
   anticuerpo	
  

secundario	
  correspondiente.	
  

CULTIVOS	
  CELULARES	
  
Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  poder	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  

de	
  los	
  microtúbulos,	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  cultivos	
  celulares	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  de	
  ratón	
  

(MEF12).	
  Tal	
  y	
  como	
  describiremos	
  a	
  continuación,	
  los	
  fibroblastos	
  fueron	
  transfectados	
  con	
  el	
  

objetivo	
  de	
  visualizar	
  los	
  microtúbulos	
  para	
  su	
  posterior	
  análisis.	
  

Cultivos	
  celulares	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  de	
  ratón	
  
La	
  obtención	
  de	
  MEF	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  con	
  animales	
  en	
  estado	
  embrionario	
  de	
  E14.5,	
  tanto	
  

de	
  animales	
  silvestres	
  como	
  mutantes	
  PCD.	
  Para	
  ello	
  se	
  sacrificó	
  a	
  una	
  hembra	
  gestante	
  con	
  

CO2	
  y	
  se	
  transfirieron	
  los	
  embriones	
  a	
  placas	
  Petri	
  con	
  tampón	
  fosfato	
  salino	
  estéril	
  en	
  hielo.	
  

Una	
  vez	
  que	
  se	
  eliminó	
  el	
  saco	
  amniótico,	
  se	
  diseccionó	
  el	
  encéfalo	
  de	
  los	
  animales,	
  y	
  se	
  intro-­‐

dujo	
  en	
  flasks	
  de	
  cultivo	
  con	
  15	
  ml	
  de	
  medio	
  con	
  tripsina	
  para	
  llevar	
  a	
  cabo	
  la	
  disociación	
  quí-­‐
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mica.	
  Posteriormente	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  la	
  disociación	
  mecánica,	
  aspirando	
  repetidamente	
  el	
  teji-­‐

do	
  con	
  pipetas	
  Pasteur.	
  Para	
  finalizar	
  el	
  proceso,	
  se	
   incubó	
  el	
  disociado	
  resultante	
  durante	
  5	
  

min	
  a	
  37oC.	
  La	
  suspensión	
  resultante	
  se	
  transfirió	
  a	
  un	
  tubo	
  estéril	
  con	
  25	
  ml	
  de	
  medio	
  preca-­‐

lentado,	
  el	
  cual	
  se	
  centrifugó	
  a	
  1.000	
  rpm	
  durante	
  5	
  min.	
  Se	
  retiró	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  el	
  pellet	
  

se	
  resuspendió	
  en	
  25	
  ml	
  de	
  medio	
  fresco.	
  Una	
  vez	
  obtenidos	
  los	
  MEF,	
  estos	
  se	
  alicuotaron	
  y	
  se	
  

almacenaron	
  a	
  -­‐80oC	
  en	
  una	
  solución	
  compuesta	
  por	
  medio	
  de	
  cultivo	
  y	
  DMSO	
  hasta	
  su	
  uso.	
  	
  

Transfección	
  de	
  MEF	
  
Los	
  MEF	
  son	
  una	
  herramienta	
  muy	
  útil	
  para	
  estudiar	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  no	
  

sólo	
  por	
  su	
  facilidad	
  de	
  cultivo,	
  sino	
  por	
  su	
  tamaño	
  y	
  forma:	
  grandes	
  y	
  prácticamente	
  planos.	
  A	
  

diferencia	
  de	
  las	
  neuronas,	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  los	
  MEFs	
  son	
  más	
  dinámicos	
  y	
  fáciles	
  de	
  distin-­‐

guir	
  individualmente	
  ya	
  que	
  no	
  forman	
  haces	
  similares	
  a	
  los	
  observados	
  en	
  las	
  prolongaciones	
  

neuronales.	
  Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  visualizar	
  y	
  analizar	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  animales	
  

procedentes	
   de	
   ambos	
   genotipos,	
   se	
   transfectaron	
   fibroblastos	
   silvestres	
   y	
   PCD	
   con	
   α-­‐

tubulina-­‐mCherry	
  y	
  EB313-­‐GFP.	
  La	
  α-­‐tubulina	
  nos	
  permitió	
  marcar	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  los	
  MEF,	
  

y	
  la	
  proteína	
  EB3	
  el	
  segmento	
  final	
  (polo	
  positivo)	
  de	
  los	
  mismos.	
  	
  

Para	
   poder	
   llevar	
   a	
   cabo	
   la	
   transfección,	
   se	
   esperó	
   a	
   que	
   los	
   fibroblastos	
   tuvieran	
   una	
  

confluencia	
  in	
  vitro	
  de	
  aproximadamente	
  el	
  80%.	
  Una	
  vez	
  alcanzada,	
  se	
  lavaron	
  los	
  frascos	
  en	
  

los	
  que	
  se	
  encontraban	
   los	
  MEF	
  en	
  cultivo	
  con	
   tampón	
   fosfato	
   salino	
  para	
   incubarlos	
  poste-­‐

riormente	
  durante	
  3	
  min	
  a	
  37	
  oC	
  en	
  tripsina	
  al	
  1%.	
  Una	
  vez	
   los	
  MEF	
  se	
  encontraron	
  en	
  flota-­‐

ción,	
   se	
   calculó	
   un	
   número	
   suficiente	
   de	
   células	
   para	
   poder	
   llevar	
   a	
   cabo	
   la	
   transfección	
  

(~1x106).	
   Ésta	
   se	
   realizó	
   mediante	
   el	
   nucleofector	
   Amaxa	
   Nucleofector	
   (Amaxa	
   Biosystems,	
  

Colonia,	
  Alemania).	
  Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  indicado	
  anteriormente,	
  los	
  plásmidos	
  usados	
  fueron	
  α-­‐

tubulina-­‐mCherry	
   (9µg)	
   y	
   EB3-­‐GFP	
   (1µg)	
   junto	
   con	
   lipofectamina	
   plus	
   (Invitrogen).	
   Una	
   vez	
  

finalizada	
  la	
  transfección,	
  se	
  distribuyeron	
  los	
  MEF	
  en	
  4	
  placas	
  Petri,	
  cada	
  una	
  con	
  uno	
  de	
  los	
  

tratamientos	
  indicados	
  a	
  continuación.	
  Los	
  MEF	
  se	
  dejaron	
  reposar	
  durante	
  24	
  horas	
  y	
  poste-­‐

riormente	
  se	
  comenzó	
  con	
  la	
  adquisición	
  de	
  datos	
  mediante	
  time-­‐lapse.	
  	
  

Tratamiento	
  farmacológico	
  con	
  OEA	
  en	
  cultivo	
  
Para	
  entender	
  el	
  efecto	
  de	
   la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
   la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
   los	
  

microtúbulos,	
  se	
  trataron	
  los	
  cultivos	
  de	
  MEF	
  con	
  esta	
  sustancia.	
  Para	
  ello,	
  se	
  diluyó	
  la	
  OEA	
  en	
  

dimetil-­‐sulfóxido	
  (DMSO)	
  y	
  se	
  almacenó	
  en	
  alícuotas	
  de	
  uso	
  único	
  a	
  -­‐80	
  oC.	
  Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  

evitar	
  posibles	
  interacciones	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  con	
  la	
  transfección,	
  ésta	
  se	
  adminis-­‐
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tró	
  tras	
  el	
  proceso	
  de	
  transfección.	
  La	
  OEA	
  se	
  administró	
  con	
  concentraciones	
  de	
  0,1	
  0,5	
  y	
  1,0	
  

µM.	
  Estas	
  dosis	
  se	
  basan	
  en	
  estudios	
  anteriores	
  acerca	
  del	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  cultivos	
  neuro-­‐

nales	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

Adquisición	
  y	
  análisis	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  MEF	
  mediante	
  time-­‐‑lapse	
  
La	
  adquisición	
  de	
  videos	
  time-­‐lapse	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  48	
  horas	
  después	
  de	
  la	
  transfección	
  de	
  

los	
  plásmidos.	
  Durante	
  todos	
  los	
  días	
  de	
  experimentación	
  los	
  cultivos	
  se	
  mantuvieron	
  en	
  pla-­‐

cas	
  Petri	
  en	
  una	
  incubadora	
  a	
  37	
  oC	
  y	
  5%	
  de	
  CO2.	
  Durante	
  la	
  grabación	
  de	
  los	
  videos,	
  los	
  MEF	
  se	
  

mantuvieron	
   en	
   las	
   mismas	
   condiciones	
   de	
   temperatura	
   y	
   CO2.	
   La	
   captura	
   de	
   imágenes	
   se	
  

realizó	
  cada	
  3	
  s	
  mediante	
  un	
  objetivo	
  de	
   inmersión	
  100x	
  en	
  un	
  microscopio	
   (Axiovert	
  200M;	
  

Carl	
  Zeiss	
  MicroImaging,	
   Inc.,	
  Oberkochen,	
  Alemania)	
  controlado	
  por	
  el	
  software	
  MetaMorph	
  

(Universal	
  Imaging	
  Corp,	
  Nueva	
  York,	
  EE.UU.).	
  	
  

Los	
   videos	
   se	
   analizaron	
  mediante	
   el	
   software	
   ImageJ	
   (NIH;	
   http://rsb.info.nih.gov/ij/).	
  

Para	
  analizar	
  la	
  velocidad	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  se	
  usaron	
  las	
  imágenes	
  adquiri-­‐

das	
  con	
  el	
  marcaje	
  de	
  EB3-­‐GFP.	
  Posteriormente	
  se	
  realizó	
  la	
  máxima	
  proyección	
  de	
  las	
  imáge-­‐

nes,	
  obteniendo	
  la	
  trayectoria	
  y	
  movimiento	
  del	
  extremo	
  (+)	
  -­‐o	
  “cometa”-­‐	
  de	
  los	
  MEF	
  (Fig.	
  17).	
  

Una	
  vez	
  obtenidas	
  las	
  trayectorias,	
  se	
  analizaron	
  mediante	
  el	
  software	
  ImageJ	
  (NIH).	
  Mediante	
  

un	
  plugin	
  específico	
  desarrollado	
  en	
  el	
  laboratorio	
  de	
  “Physiopathologie	
  du	
  Cytosquelette”	
  de	
  

la	
  Universidad	
  Joseph	
  Fourier	
  (Grenoble,	
  Francia),	
  se	
  realizó	
  el	
  kymograph	
  del	
  movimiento	
  de	
  

los	
  microtúbulos	
  (representación	
  gráfica	
  de	
  la	
  posición	
  espacial	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  tiempo),	
  es	
  decir,	
  

una	
  proyección	
  espacio/tiempo	
  de	
  los	
  cometas.	
  Una	
  vez	
  obtenido	
  el	
  kymograph,	
  se	
  analizó	
  la	
  

velocidad	
  de	
  cada	
  uno	
  de	
   los	
  cometas	
   individuales	
   (Fig.	
  17).	
  Dado	
  que	
   la	
  EB3,	
  al	
   igual	
  que	
  el	
  

resto	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  al	
  extremo	
  (+)	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  se	
  expresa	
  únicamente	
  duran-­‐

te	
  los	
  periodos	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  sólo	
  se	
  analizó	
  la	
  tasa	
  de	
  crecimiento	
  me-­‐

diante	
  este	
  método.	
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Figura	
   17:	
   Representación	
  de	
  un	
  MEF	
   transfectado	
   con	
   EB3-­‐GFP.	
   a-­‐c)	
   Puede	
  observarse	
   el	
  marcaje	
   de	
   EB3	
   en	
   el	
  
extremo	
   (+)	
   de	
   los	
  microtúbulos	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   12	
   segundos	
   de	
   time-­‐lapse.	
   d)	
  Máxima	
   proyección	
   del	
   time-­‐lapse,	
  
donde	
  puede	
  verse	
  la	
  trayectoria	
  del	
  extremo	
  (+)	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  5	
  min	
  de	
  video.	
  En	
  amarillo	
  se	
  
encuentra	
  marcada	
  la	
  trayectoria	
  de	
  análisis	
  por	
  medio	
  de	
  kymograph.	
  e)	
  Kymograph	
  representando	
  el	
  movimiento	
  
del	
  extremo	
  (+)	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  que	
  pasan	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  trayectoria	
  marcada	
  en	
  la	
  figura	
  anterior.	
  	
  

	
  

El	
  análisis	
  de	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  de	
  manera	
  automática	
  me-­‐

diante	
   el	
   software	
   plusTipTracker,	
   desarrollado	
   en	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Danuser	
   para	
  

Matlab©	
  (Matov	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Applegate	
  et	
  al.,	
  2011).	
  El	
  primer	
  paso	
  fue	
  la	
  puesta	
  a	
  punto	
  del	
  

programa	
   para	
   la	
   detección	
   correcta	
   de	
   los	
   “cometas”	
   y	
   su	
   seguimiento	
   posterior	
   (Fig.	
   18).	
  

Para	
   ello	
   se	
   siguieron	
   los	
  pasos	
   indicados	
  por	
   los	
  propios	
  desarrolladores.	
  De	
  este	
  modo,	
   se	
  

analizaron	
   los	
   siguientes	
   parámetros:	
   velocidad	
   de	
   crecimiento,	
   velocidad	
   de	
   decrecimiento,	
  

tiempo	
  medio	
   de	
   crecimiento,	
   tiempo	
  medio	
   de	
   decrecimiento,	
   frecuencia	
   de	
   catástrofes	
   y	
  

porcentaje	
  de	
  tiempo	
  en	
  crecimiento,	
  en	
  decrecimiento	
  y	
  en	
  pausa.	
  Además,	
  se	
  analizó	
  la	
  cla-­‐

sificación	
  de	
   los	
  microtúbulos	
  encontrada	
  en	
   función	
  de	
  su	
  velocidad	
   (mayor	
  o	
  menor	
  de	
  10	
  

µm/min)	
  y	
  el	
  tiempo	
  de	
  vida	
  (mayor	
  o	
  menor	
  de	
  10	
  s).	
  De	
  este	
  modo,	
  se	
  obtuvieron	
  4	
  catego-­‐

rías	
  de	
  clasificación	
  de	
  los	
  microtúbulos:	
  1)	
  lentos	
  y	
  cortos,	
  2)	
  rápidos	
  y	
  cortos,	
  3)	
  lentos	
  y	
  lar-­‐

gos	
  y	
  4)	
  rápidos	
  y	
  largos.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

a)	
   b)	
  

c)	
   d)	
  

Ti
em

po
	
  

Distancia	
  e)	
  a)	
   b)	
  

c)	
   d)	
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Análisis	
  de	
  la	
  curvatura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  
Para	
  llevar	
  a	
  cabo	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  curvatura	
  primero	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  la	
  interpolación	
  por	
  

spline	
  cúbico	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  y	
  las	
  trayectorias	
  de	
  los	
  mismos.	
  Para	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  curva-­‐

tura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  se	
  usaron	
  imágenes	
  de	
  MEF	
  transfectados	
  con	
  α-­‐Tubulina	
  m-­‐cherry.	
  

Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  evitar	
  posibles	
  alteraciones	
  se	
  usó	
  siempre	
  la	
  primera	
  imagen	
  de	
  los	
  videos	
  

time-­‐lapse.	
  Para	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  curvatura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  movimiento,	
  es	
  decir	
  la	
  cur-­‐

vatura	
   de	
   las	
   trayectorias,	
   se	
   realizó	
   la	
  máxima	
   proyección	
   de	
   las	
   imágenes	
   obtenidas	
   para	
  

EB3-­‐GFP.	
  Una	
   vez	
   obtenidas	
   las	
   funciones	
   se	
   analizó	
   la	
   curvatura	
  mediante	
   la	
   fórmula	
   de	
   la	
  

curvatura	
  (Goetz,	
  1970):	
  

	
   	
  

	
  

siendo,	
  

𝑥´ = $%
$&
	
  ,	
  	
  𝑥´´ = $'%

$&'
	
  ,	
  𝑦´ = $)

$&
	
  ,	
  	
  𝑦´´ = $')

$&'
	
  ,	
  	
  

es	
  decir,	
  las	
  derivadas	
  primera	
  (𝑥´, 𝑦´)	
  y	
  segunda	
  (𝑥´´, 𝑦´´)	
  en	
  cada	
  punto	
  𝑡	
  de	
  la	
  función.	
  

Tanto	
  la	
  interpolación	
  como	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  curvatura	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  con	
  un	
  programa	
  

escrito	
  para	
  Mathematica	
  en	
  colaboración	
  con	
  el	
  Departamento	
  de	
  Física	
  de	
   la	
  Materia	
  Con-­‐

Figura	
  18:	
  Imagen	
  del	
  software	
  plusTipTracker	
  representando	
  la	
  detección	
  de	
  los	
  cometas	
  y	
  su	
  seguimiento	
  
posterior.	
  Los	
  diferentes	
  colores	
  en	
  el	
  seguimiento	
  representan	
  microtúbulos	
  clasificados	
  en	
  función	
  de	
  su	
  
velocidad	
  y	
  su	
  vida	
  media.	
  

𝑘 =
𝑥´𝑦´´ − 𝑦´𝑥´´
(𝑥´/ + 𝑦´/)2 /3
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densada	
  de	
  la	
  Universidad	
  de	
  Zaragoza	
  (en	
  la	
  Fig.	
  19	
  puede	
  verse	
  un	
  ejemplo	
  del	
  análisis	
  de	
  la	
  

curvatura	
  de	
  un	
  microtúbulo).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

ANÁLISIS	
  ESTADÍSTICO	
   	
  
El	
  primer	
  paso	
  que	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  previo	
  al	
  análisis	
  estadístico	
  fue	
  examinar	
  el	
  ajuste	
  de	
  

los	
  datos	
  a	
   los	
  supuestos	
  paramétricos.	
  Dado	
  que	
   los	
  datos	
  se	
   justaron	
  a	
   los	
  supuestos	
  para-­‐

métricos	
  se	
  empleó	
  la	
  t	
  de	
  Student	
  para	
  estudiar	
  las	
  posibles	
  diferencias	
  entre	
  animales	
  silves-­‐

tres	
  y	
  mutantes	
  PCD	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  desarrollo.	
  Esta	
  técnica	
  de	
  análisis	
  se	
  usó	
  para	
  examinar	
  las	
  

posibles	
  diferencias	
  tanto	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  como	
  comportamentales	
  entre	
  ambos	
  

genotipos.	
  	
  

Para	
  el	
  estudio	
  del	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA,	
  tanto	
  en	
  animales	
  in	
  vivo	
  como	
  como	
  en	
  la	
  dinámica	
  

de	
   los	
  microtúbulos	
  en	
  MEF,	
  se	
  empleó	
  el	
  análisis	
  de	
   la	
  varianza	
  (ANOVA).	
  Esto	
  nos	
  permitió	
  

entender	
  como	
  los	
  tratamientos	
  empleados	
  afectan	
  a	
  los	
  parámetros	
  estudiados.	
  Asimismo,	
  el	
  

análisis	
  de	
   la	
  prueba	
  de	
   rota-­‐rod	
  en	
   los	
  animales	
  administrados	
   se	
   llevó	
  a	
   cabo	
  de	
   la	
  misma	
  

forma.	
  

	
  

Figura	
  19:	
  Ejemplo	
  de	
  interpolación	
  de	
  un	
  microtúbulo	
  y	
  el	
  valor	
  de	
  su	
  curvatura.	
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ANÁLISIS	
  IN	
  VITRO	
  DE	
  LA	
  DINÁMICA	
  Y	
  ESTRUCTURA	
  DE	
  LOS	
  

MICROTÚBULOS	
  
Desde	
   la	
  aparición	
  del	
   ratón	
  mutante	
  PCD	
  en	
   la	
  década	
  de	
   los	
  70,	
  diversos	
  autores	
  han	
  

tratado	
  de	
   identificar	
   la	
   función	
  de	
   la	
  proteína	
  NNA1/CCP1	
  (Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002;	
  

Rodríguez	
  de	
  la	
  Vega	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  Chakrabarti	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Berezniuk	
  et	
  

al.,	
   2010).	
   En	
   los	
   últimos	
   años	
   ha	
   habido	
   grandes	
   avances	
   al	
   respecto:	
   recientemente	
   se	
   ha	
  

demostrado	
  que	
  la	
  enzima	
  CCP1	
  es	
  esencial	
  en	
  procesos	
  de	
  des-­‐poliglutamilación	
  de	
  los	
  micro-­‐

túbulos	
  (Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Por	
  tanto,	
  todo	
  apunta	
  a	
  que	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  tiene	
  un	
  

exceso	
  de	
  poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
   lo	
  que	
  daría	
  lugar	
  finalmente	
  a	
  la	
  degenera-­‐

ción	
  del	
  cerebelo	
  en	
  estos	
  animales.	
  Sin	
  embargo,	
  aún	
  no	
  se	
  sabe	
  el	
  efecto	
  concreto	
  de	
  la	
  poli-­‐

glutamilación	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  como	
  ya	
  hemos	
  indicado,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  OEA	
  aumenta	
  la	
  expre-­‐

sión	
   de	
   proteínas	
   asociadas	
   a	
   los	
   microtúbulos	
   a	
   través	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   los	
   receptores	
  

PPARα	
   (Bento-­‐Abreu	
   et	
   al.,	
   2007).	
   En	
   este	
   caso	
   también	
   se	
   desconoce	
   el	
   efecto	
   que	
   puede	
  

tener	
  su	
  administración	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  PCD	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
  los	
  

microtúbulos	
  
El	
  análisis	
  de	
  la	
  dinámica	
  mostró	
  que	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  fibroblastos	
  KO	
  para	
  la	
  enzima	
  

CCP1	
  (de	
  ahora	
  en	
  adelante	
  fibroblastos	
  “PCD”)	
  tienen	
  una	
  mayor	
  velocidad	
  de	
  polimerización	
  

que	
  los	
  fibroblastos	
  de	
  animales	
  silvestres	
  (p<0,05;	
  Fig.	
  20).	
  Asimismo,	
  se	
  observó	
  un	
  aumento	
  

en	
  la	
  frecuencia	
  de	
  catástrofes	
  en	
  los	
  microtúbulos	
  PCD	
  en	
  relación	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  silves-­‐

tres	
   (p<0,05;	
   Fig.	
   20).	
   El	
   resto	
   de	
   parámetros	
   analizados	
   no	
  mostró	
   diferencias	
   significativas	
  

(Fig.	
  20).	
  De	
  este	
  modo,	
  parece	
  ser	
  que	
  la	
  falta	
  de	
  la	
  enzima	
  CCP1,	
  es	
  decir	
  la	
  alteración	
  de	
  la	
  

des-­‐poliglutamilación,	
  aumenta	
  en	
  cierto	
  modo	
  la	
  inestabilidad	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  	
  

Otro	
  de	
  los	
  aspectos	
  esenciales	
  para	
  poder	
  entender	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  los	
  

microtúbulos	
   es	
   el	
   estudio	
   de	
   su	
   estructura.	
   Los	
   resultados	
   obtenidos	
   al	
   respecto	
   revelaron	
  

que	
  la	
  falta	
  de	
  enzima	
  CCP1	
  aumentó	
  la	
  curvatura	
  tanto	
  de	
  los	
  propios	
  microtúbulos	
  (p<0,05)	
  

como	
  de	
  la	
  trayectoria	
  que	
  siguen	
  en	
  su	
  crecimiento	
  (p<0,01;	
  Fig.	
  20).	
  De	
  este	
  modo,	
  la	
  poliglu-­‐

tamilación	
  no	
  sólo	
  modificaría	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  sino	
  también	
  la	
  estructura	
  física	
  

de	
  los	
  mismos,	
  haciendo	
  que	
  éstos	
  sean	
  más	
  curvados.	
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Por	
  tanto,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  a	
  edades	
  tempranas	
  no	
  hay	
  alteraciones	
  conocidas	
  en	
  

el	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD,	
  este	
  aumento	
  en	
  la	
  inestabilidad	
  y	
  la	
  curvatura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  

se	
  relacionaría	
  con	
  procesos	
  normales	
  de	
  desarrollo.	
  Sin	
  embargo,	
  una	
  vez	
  finalizado	
  el	
  desa-­‐

rrollo	
  estas	
  alteraciones	
  se	
  relacionarían	
  con	
  procesos	
  neurodegenerativos.	
  

Efecto	
  del	
  tratamiento	
  con	
  OEA	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
  los	
  

microtúbulos	
  
En	
   relación	
   con	
   la	
   administración	
  de	
  OEA,	
   se	
  observó	
  un	
  aumento	
  en	
  ambos	
  genotipos	
  

tanto	
   en	
   la	
   velocidad	
   de	
   crecimiento	
   (microtúbulos	
   silvestres,	
   p<0,05;	
   microtúbulos	
   PCD,	
  

p<0,05;	
   Fig.	
   21)	
   como	
   de	
   decrecimiento	
   (microtúbulos	
   silvestres,	
  p<0,05;	
  microtúbulos	
   PCD,	
  

p<0,05;	
  Fig.	
  21).	
  Sin	
  embargo,	
  mientras	
  que	
  en	
  los	
  fibroblastos	
  silvestres	
  la	
  concentración	
  ne-­‐

cesaria	
  para	
  producir	
  este	
  aumento	
  fue	
  de	
  0,5	
  µM,	
  los	
  fibroblastos	
  PCD	
  necesitaron	
  una	
  con-­‐

centración	
  de	
  1	
  µM	
  para	
  ejercer	
  el	
  mismo	
  efecto.	
  Asimismo,	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  provocó	
  

un	
  aumento	
  en	
   la	
   longitud	
  media	
  de	
   crecimiento	
   (silvestres,	
  p<0,05;	
  PCD,	
  p<0,05)	
   y	
  decreci-­‐

miento	
  (silvestres,	
  p<0,05;	
  PCD,	
  p<0,05)	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  ambos	
  genotipos.	
  En	
  este	
  caso	
  

también	
  se	
  observaron	
  diferencias	
  en	
   la	
  dosis	
  efectiva	
  entre	
   los	
  microtúbulos	
  de	
  fibroblastos	
  

silvestres	
  (0,5	
  µM)	
  y	
  PCD	
  (1	
  µM).	
  Por	
  último,	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  a	
  una	
  concentración	
  de	
  

0,5	
  µM	
  también	
  aumentó	
  el	
  porcentaje	
  de	
  tiempo	
  en	
  pausa	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  y	
  disminuyó	
  

su	
  porcentaje	
  de	
  tiempo	
  en	
  crecimiento	
  en	
  fibroblastos	
  silvestres	
  (ver	
  Tabla	
  3).	
  Sin	
  embargo,	
  

en	
  el	
   caso	
  de	
   los	
  microtúbulos	
  KO	
  para	
   la	
  CCP1	
  no	
   se	
  observó	
  ningún	
  efecto	
  derivado	
  de	
   la	
  

administración	
  de	
  OEA	
  para	
  estos	
  dos	
  parámetros.	
  

Por	
  tanto,	
  aunque	
  la	
  OEA	
  parece	
  tener	
  un	
  efecto	
  análogo	
  en	
  los	
  microtúbulos	
  silvestres	
  y	
  

en	
  los	
  KO	
  para	
  la	
  CCP1,	
  la	
  dosis	
  necesaria	
  fue	
  mayor	
  en	
  los	
  microtúbulos	
  mutantes	
  (Tabla	
  3).	
  

Como	
  discutiremos	
  en	
  mayor	
  profundidad	
  más	
  adelante,	
  este	
  aumento	
  en	
  la	
  dosis	
  efectiva	
  de	
  

OEA	
  en	
  microtúbulos	
  KO	
  para	
  la	
  CCP1	
  podría	
  deberse	
  a	
  la	
  necesidad	
  de	
  un	
  mayor	
  número	
  de	
  

proteínas	
  asociadas	
  a	
  ellos	
  para	
  ejercer	
  el	
  mismo	
  efecto	
  que	
  en	
  microtúbulos	
  silvestres.	
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Tabla	
  3:	
  Resumen	
  de	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  tanto	
  en	
  animales	
  
silvestres	
  como	
  PCD,	
  de	
  forma	
  basal	
  y	
  tras	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  a	
  distintas	
  concentraciones.	
  #	
  Diferencias	
  entre	
  
genotipos;	
  *	
  Diferencias	
  por	
  tratamiento.	
  

	
  

Por	
  su	
  parte,	
  la	
  OEA	
  no	
  afectó	
  a	
  la	
  curvatura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  silvestres	
  a	
  ninguna	
  de	
  

las	
  concentraciones	
  empleadas	
  (Figs.	
  22	
  y	
  23).	
  Por	
  el	
  contrario,	
  en	
   los	
  microtúbulos	
  de	
  fibro-­‐

blastos	
  KO	
  para	
  la	
  CCP1	
  se	
  observó	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  curvatura	
  con	
  todas	
  las	
  concentra-­‐

ciones	
  empleadas	
  (0,1	
  µM,	
  p<0,05;	
  0,5	
  µM,	
  p<0,05;	
  1,0	
  µM,	
  p<0,05;	
  Figs.	
  22	
  y	
  23).	
  No	
  obstan-­‐

te,	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  no	
  afectó	
  a	
  la	
  curvatura	
  de	
  la	
  trayectoria	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  

ningún	
  genotipo.	
  	
  

De	
  este	
  modo,	
  la	
  OEA	
  también	
  parece	
  afectar	
  a	
  la	
  propia	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  

en	
  animales	
  KO	
  para	
  la	
  CCP1,	
  asemejándola	
  a	
  la	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  silvestres.	
  	
  

ANÁLISIS	
  HISTOLÓGICO	
  DEL	
  CEREBELO	
  DEL	
  RATÓN	
  PCD	
  
A	
  lo	
  largo	
  de	
  los	
  años	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  ratón	
  mu-­‐

tante	
  PCD	
  ha	
  sido	
  caracterizado	
  por	
  diversos	
  autores	
  (Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Fernández-­‐González	
  

et	
  al.,	
  2002;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a,	
  2011b).	
  Esto	
  ha	
  llevado	
  a	
  establecer	
  

dos	
  periodos	
  claramente	
  diferenciados:	
  1)	
  un	
  proceso	
  pre-­‐neurodegenerativo,	
  de	
  P15	
  a	
  P18,	
  

donde	
  únicamente	
  se	
  han	
  descrito	
  alteraciones	
  nucleares	
  y	
  citológicas	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkin-­‐

je,	
  y	
  2)	
  un	
  proceso	
  neurodegenerativo,	
  de	
  P18	
  a	
  P45,	
  en	
  el	
  que	
  se	
  produce	
  la	
  muerte	
  de	
  estas	
  

neuronas	
  (Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011b).	
  Además,	
  estudios	
  previos	
  han	
  demostrado	
   la	
  existencia	
  de	
  

procesos	
  de	
  muerte	
  celular	
  tanto	
  de	
  granos	
  como	
  de	
  pequeñas	
  poblaciones	
  de	
  oligodendroci-­‐

tos	
  en	
  el	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD	
  (Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Sin	
  embargo,	
  

estos	
  estudios	
  se	
  han	
  llevado	
  a	
  cabo	
  a	
  edades	
  que	
  podemos	
  considerar	
  tardías,	
  una	
  vez	
  finali-­‐

zada	
   la	
  muerte	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  De	
  este	
  modo,	
  como	
  objetivo	
  de	
   la	
  presente	
  Tesis	
  

	
  

  
  

WT   PCD	
  

Control   OEA	
  0.1   OEA	
  0.5   OEA	
  1.0   Control   OEA	
  0.1   OEA	
  0.5   OEA	
  1.0  

Velocidad  
crecimiento   10.62 ± 0.34 15.30 ± 1.56 * 16.55 ± 1.26 * 13.67 ± 0.92 14.20 ± 1.69 # 13.46 ± 0.81 15.95 ± 1.38 21.73 ± 2.64 * 

Velocidad  
decrecimiento   16.24 ± 1.67 23.46 ± 4.28 29.61 ± 2.34 * 23.30 ± 1.69 21.90 ± 2.51 14.41 ± 4.95 26.77 ± 2.73 38.34 ± 4.78 * 

Longitud  media  
crecimiento   2.66 ± 0.10 3.15 ± 0.19 3.81 ± 0.26 * 3.29 ± 0.24 2.72 ± 0.14 2.68 ± 0.10 2.72 ± 0.12 3.58 ± 0.33 * 

Longitud  media  
decrecimiento   1.73 ± 0.18 2.18 ± 0.37 3.15 ± 0.31 * 2.76 ± 0.26 * 1.81 ± 0.15 1.15 ± 0.37 2.03 ± 0.14 3.19 ± 0.57 * 

Frecuencia  de  
catástrofes   0.09 ± 0.01 0.10 ± 0.02 0.10 ± 0.00 0.10 ± 0.01 0.15 ± 0.02 # 0.07 ± 0.03 0.15 ± 0.02 0.14 ± 0.02 

%Crecimiento   92.05 ± 0.65 89.21 ± 1.10 88.47 ± 0.75 * 89.01 ±1.18  91.20 ± 1.25 90.79 ± 1.31 90.81 ± 0.57 88.21 ± 1.02 

%Decrecimiento   7.67 ± 0.63 10.46 ± 1.04 11.05 ± 0.08 10.64 ± 1.11 8.59 ± 1.19 9.13 ± 1.28 8.96 ± 0.50 11.41 ± 0.95 
%Pausa   0.28 ± 0.07 0.33 ± 0.09 0.48 ± 0.68 * 0.35 ± 0.09 0.22 ± 0.10 0.08 ± 0.03 0.23 ± 0.11 0.37 ± 0.10 
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Doctoral	
  nos	
  hemos	
  propuesto	
  analizar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  el	
  desarrollo	
  morfoló-­‐

gico	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  -­‐por	
  su	
  importancia	
  en	
  la	
  función	
  cerebelosa-­‐,	
  y	
  analizar	
  la	
  posi-­‐

ble	
  muerte	
  de	
  otras	
  poblaciones	
  neuronales	
  del	
  cerebelo	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  proceso	
  de	
  desarrollo	
  y	
  

la	
  degeneración	
  de	
  dichas	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  

Desarrollo	
  morfológico	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  
Dada	
  la	
  importancia	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  procesamiento	
  de	
  información	
  en	
  el	
  

cerebelo,	
  uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  planteados	
  fue	
  el	
  estudio	
  de	
  su	
  desarrollo	
  morfológico.	
  Además,	
  

esto	
  nos	
  permitiría	
  una	
  mejor	
  comprensión	
  del	
  proceso	
  de	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  

el	
  ratón	
  PCD.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  mostraron	
  la	
  existencia	
  de	
  alteraciones	
  morfológicas	
  a	
  

partir	
  de	
  P15	
  en	
  el	
  grosor	
  (P15,	
  p<0,01;	
  P17,	
  p<0,01;	
  P30,	
  p<0,01)	
  y	
   la	
   longitud	
  (P17,	
  p<0,01;	
  

P22,	
  p<0,05;	
   P30,	
  p<0,01)	
   de	
   la	
   dendrita	
   primaria	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   de	
   los	
   animales	
  

mutantes	
   (Fig.	
   24).	
   Estas	
  diferencias	
   fueron	
  exacerbándose	
   con	
  el	
   tiempo,	
   de	
  manera	
  que	
   a	
  

partir	
  de	
  P22	
  se	
  detectaron	
  también	
  cambios	
  en	
  la	
  longitud	
  del	
  árbol	
  dendrítico	
  (P22,	
  p<0,05;	
  

P30,	
  p<0,05)	
  y	
  del	
  tamaño	
  del	
  soma	
  (P22,	
  p<0,05;	
  P30,	
  p<0,01;	
  Fig.	
  24)	
  de	
  estas	
  neuronas.	
  De	
  

este	
   modo,	
   las	
   alteraciones	
   morfológicas	
   suceden	
   de	
   manera	
   progresiva,	
   iniciándose	
   en	
   la	
  

dendrita	
  primaria	
  durante	
  la	
  pre-­‐neurodegeneración	
  para	
  expandirse	
  posteriormente	
  al	
  árbol	
  

dendrítico	
  completo	
  y	
  al	
  soma	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  	
  

Proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  
Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  caracterizar	
  el	
  progreso	
  de	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  diferentes	
  poblaciones	
  ce-­‐

lulares	
  en	
  el	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  la	
  técnica	
  de	
  TUNEL.	
  Los	
  resultados	
  obteni-­‐

dos	
  mostraron	
  un	
  aumento	
  del	
  número	
  de	
  células	
  apoptóticas	
  en	
   las	
  tres	
  capas	
  del	
  cerebelo	
  

del	
  ratón	
  PCD	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  animales	
  silvestres	
  a	
  P22	
  (capa	
  molecular,	
  p<0,05;	
  capa	
  

de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  p<0,01;	
  capa	
  de	
  los	
  granos,	
  p<0,01)	
  y	
  a	
  P30	
  (capa	
  molecular,	
  p<0,05;	
  

capa	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  p<0,01;	
  capa	
  de	
  los	
  granos,	
  p<0,01;	
  Fig.	
  25);	
  es	
  decir,	
  en	
  la	
  fase	
  

degenerativa.	
   En	
   la	
   etapa	
   pre-­‐neurodegenerativa	
   no	
   se	
   detectaron	
   diferencias	
   entre	
   los	
   dos	
  

genotipos.	
  Con	
  la	
  intención	
  de	
  identificar	
  la	
  naturaleza	
  de	
  las	
  células	
  en	
  apoptosis	
  se	
  combinó	
  

la	
   técnica	
   de	
   TUNEL	
   con	
   la	
   de	
   inmunofluorescencia	
   para	
  NeuN	
   y	
   parvalbúmina.	
   También	
   se	
  

emplearon	
  marcadores	
  para	
  Iba1	
  y	
  GFAP	
  para	
  comprobar	
  una	
  posible	
  naturaleza	
  glial.	
  No	
  to-­‐

das	
   las	
   células	
   apoptóticas	
   expresaron	
   un	
   segundo	
  marcador,	
   observándose	
   únicamente	
   co-­‐

localización	
  de	
  células	
  positivas	
  para	
  TUNEL	
  con	
  marcadores	
  neuronales	
  y	
  en	
  ningún	
  caso	
  con	
  

los	
  marcadores	
  gliales	
  utilizados.	
  Aunque	
  no	
  se	
  puede	
  descartar	
  la	
  muerte	
  de	
  otros	
  tipos	
  celu-­‐

lares,	
   así	
   como	
   la	
   pérdida	
   de	
   inmunorreactividad	
   para	
   algunos	
   marcadores,	
   parece	
   que	
   la	
  



Resultados	
  

63	
  
	
  

muerte	
  neuronal	
  en	
  el	
  cerebelo	
  del	
  PCD	
  es	
  mayor	
  y	
  más	
  prematura	
  de	
  lo	
  que	
  se	
  pensaba	
  (ver	
  

Discusión).	
  	
  

Expresión	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  
En	
  los	
  últimos	
  años	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  ha	
  ido	
  adquiriendo	
  una	
  relevancia	
  cada	
  

vez	
  mayor	
  en	
  procesos	
  de	
  desarrollo	
  y	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  (Fride,	
  2008;	
  Basavarajappa	
  et	
  al.,	
  

2009;	
  Fowler	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Rossi	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Por	
  eso,	
  uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  

Doctoral	
  ha	
  sido	
  estudiar	
  su	
  expresión	
  en	
  el	
  ratón	
  PCD	
  a	
   lo	
   largo	
  del	
  desarrollo	
  postnatal	
  del	
  

cerebelo.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  indicaron	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  a	
  lo	
  largo	
  

de	
  este	
  proceso	
  no	
  se	
  vio	
  afectada	
  en	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD.	
  Así,	
  ya	
  a	
  partir	
  de	
  P7	
  se	
  observó	
  

una	
   expresión	
   de	
   receptores	
   CB1	
   bastante	
   alta	
   en	
   la	
   capa	
  molecular	
   del	
   cerebelo,	
   tanto	
   en	
  

animales	
  silvestres	
  como	
  PCD,	
  que	
  se	
  mantuvo	
  a	
  todas	
  las	
  edades	
  analizadas.	
  A	
  partir	
  de	
  P15	
  

estos	
  receptores	
  comenzaron	
  a	
  expresarse	
   también	
  alrededor	
  del	
  soma	
  y	
  el	
  segmento	
   inicial	
  

del	
  axón	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
   indicándonos	
  el	
  comienzo	
  del	
  desarrollo	
  de	
  la	
  “formación	
  

de	
  Pinceaux”,	
  lo	
  que	
  concuerda	
  con	
  estudios	
  anteriores	
  (Fig.	
  26;	
  Buttermore	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Una	
  

vez	
  completamente	
   formada	
   -­‐a	
  P20-­‐,	
   la	
  “formación	
  de	
  Pinceaux”	
  se	
  mantiene	
  en	
  dicha	
  posi-­‐

ción,	
  y	
  curiosamente	
  en	
  el	
   ratón	
  mutante	
  PCD	
  se	
  observó	
  que	
   la	
  estructura	
   inmunorreactiva	
  

para	
  CB1	
  se	
  mantuvo	
  tras	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  (Fig.	
  26).	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  pode-­‐

mos	
  saber	
  si	
  se	
  debe	
  a	
  que	
  la	
  “formación	
  de	
  Pinceaux”	
  tiene	
  una	
  alta	
  estabilidad	
  o	
  a	
  que	
  se	
  ha	
  

perdido	
  el	
  marcaje	
  para	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  y	
  están	
  en	
  las	
  últimas	
  etapas	
  de	
  muerte	
  celular,	
  

como	
  discutiremos	
  con	
  mayor	
  profundidad	
  más	
  adelante.	
  	
  

Con	
  respecto	
  a	
  los	
  receptores	
  CB2,	
  los	
  datos	
  obtenidos	
  indicaron	
  que	
  su	
  expresión	
  es	
  muy	
  

débil	
  durante	
  las	
  primeras	
  semanas	
  de	
  desarrollo	
  postnatal,	
  tanto	
  en	
  animales	
  silvestres	
  como	
  

PCD.	
  Así,	
  su	
  expresión	
  comenzó	
  a	
  ser	
  detectable	
  sólo	
  a	
  partir	
  de	
  P17	
  en	
  la	
  capa	
  molecular,	
  en	
  

ambos	
  genotipos	
  (Fig.	
  27).	
  Con	
  respecto	
  al	
  ratón	
  mutante	
  PCD,	
  se	
  observó	
  un	
  claro	
  aumento	
  

en	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  receptores	
  durante	
  el	
  proceso	
  neurodegenerativo,	
   lo	
  que	
  nos	
   indica	
  

una	
  alta	
   relación	
  entre	
   la	
  expresión	
  de	
  receptores	
  CB2	
  y	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal.	
  Te-­‐

niendo	
  en	
  cuenta	
  su	
  patrón	
  de	
  expresión	
  –fibras	
  longitudinales	
  en	
  la	
  capa	
  molecular-­‐	
  se	
  llevó	
  a	
  

cabo	
  una	
  inmunofluorescencia	
  doble	
  con	
  anticuerpos	
  contra	
  S-­‐100	
  (que	
  marca	
  específicamen-­‐

te	
   la	
  glía	
  de	
  Bergmann	
  en	
  el	
  cerebelo)	
  y	
  CB2.	
  Los	
   resultados	
  mostraron	
   la	
  co-­‐localización	
  del	
  

marcaje	
  de	
  CB2	
  con	
  fibras	
  positivas	
  para	
  S-­‐100,	
  lo	
  que	
  permitió	
  identificar	
  a	
  las	
  fibras	
  de	
  la	
  glía	
  

de	
  Bergmann	
  como	
  la	
  principal	
  fuente	
  de	
  expresión	
  de	
  receptores	
  CB2	
  en	
  el	
  cerebelo	
  (Fig.	
  27).	
  	
  

Finalmente,	
   se	
   analizó	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   receptores	
   PPARα	
   a	
   lo	
   largo	
   del	
   desarrollo	
  

postnatal	
   del	
   cerebelo.	
   En	
   ambos	
   genotipos	
   se	
   observó	
   una	
   alta	
   expresión	
   de	
   receptores	
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PPARα	
  en	
  las	
  tres	
  capas	
  de	
  la	
  corteza	
  cerebelosa	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  todo	
  este	
  desarrollo	
  (Fig.	
  26).	
  La	
  

cuantificación	
  del	
  porcentaje	
  de	
  células	
  de	
  Purkinje	
  que	
  expresan	
  receptores	
  PPARα	
  indicó	
  un	
  

aumento	
   significativo	
   en	
   los	
   animales	
   PCD	
   a	
   partir	
   del	
   comienzo	
   del	
   proceso	
   pre-­‐

neurodegenerativo	
  (P15,	
  p<0,01;	
  P17,	
  p<0,01;	
  P22,	
  p<0,01).	
  Sin	
  embargo,	
  a	
  P30	
  se	
  produjo	
  un	
  

descenso	
  en	
  dicho	
  porcentaje	
  en	
  el	
  ratón	
  PCD,	
  igualándose	
  a	
  los	
  animales	
  silvestres	
  (Fig.	
  26).	
  El	
  

aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  receptores	
  PPARα	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  con	
  cambios	
  plásticos	
  

en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  para	
  intentar	
  frenar	
  la	
  muerte	
  neuronal.	
  	
  

Una	
  vez	
  demostrada	
  y	
  caracterizada	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  en	
  las	
  células	
  

de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo,	
  tanto	
  en	
  ratones	
  silvestres	
  como	
  mutantes	
  PCD,	
  se	
  comenzó	
  con	
   la	
  

administración	
  de	
  OEA,	
  agonista	
  endógeno	
  de	
  dichos	
  receptores.	
  	
  

Efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  la	
  morfología	
  de	
  las	
  células	
  de	
  

Purkinje	
  
Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  del	
  ra-­‐

tón	
   PCD,	
   se	
   llevaron	
   a	
   cabo	
   tres	
   tratamientos	
   diferentes:	
   1)	
   administración	
   aguda	
   a	
   P14,	
   2)	
  

administración	
  aguda	
  a	
  P16	
  y	
  3)	
  administración	
  continua	
  desde	
  P7	
  hasta	
  P21.	
  Asimismo,	
  para	
  

cada	
  uno	
  de	
  estos	
  tratamientos	
  se	
  usaron	
  3	
  dosis	
  diferentes:	
  1,	
  5	
  y	
  10	
  mg/kg,	
  además	
  del	
  tra-­‐

tamiento	
  con	
  solución	
  salina	
  a	
  los	
  sujetos	
  controles.	
  	
  

Uno	
  de	
  los	
  efectos	
  hallados	
  en	
  el	
  estudio	
  del	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  es	
  la	
  alteración	
  de	
  la	
  

morfología	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  de	
  manera	
  previa	
  a	
   la	
  muerte	
  

neuronal.	
  Por	
  ello,	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  se	
  valoró	
  analizando	
  dicha	
  morfolo-­‐

gía.	
  Los	
  resultados	
  generales	
  obtenidos	
  mostraron	
  que	
  la	
  OEA	
  es	
  capaz	
  de	
  prevenir	
  las	
  altera-­‐

ciones	
  morfológicas	
  observadas	
  en	
  el	
  ratón	
  PCD.	
  Con	
  respecto	
  al	
  tratamiento	
  continuo	
  de	
  OEA	
  

-­‐desde	
  P7	
  hasta	
  P21-­‐,	
  se	
  observó	
  que	
  las	
  dosis	
  de	
  10	
  y	
  5	
  mg/kg	
  tuvieron	
  un	
  efecto	
  preventivo	
  

en	
  todas	
   las	
  alteraciones	
  morfológicas	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  analizadas,	
  salvo	
  en	
  el	
  acor-­‐

tamiento	
   del	
   árbol	
   dendrítico	
   donde	
   sólo	
   se	
   observó	
   un	
   efecto	
   preventivo	
   con	
   dosis	
   de	
   10	
  

mg/kg	
  (Fig.	
  28).	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  el	
  tratamiento	
  agudo	
  de	
  OEA	
  a	
  P14	
  tuvo	
  un	
  efecto	
  preventi-­‐

vo	
  de	
  dichas	
  alteraciones	
  a	
  dosis	
  de	
  10	
  y	
  5	
  mg/kg	
   (Fig.	
   28).	
   Finalmente,	
  en	
   relación	
  al	
   trata-­‐

miento	
  agudo	
  a	
  P16,	
  únicamente	
  la	
  dosis	
  de	
  10	
  mg/kg	
  tuvo	
  un	
  efecto	
  preventivo	
  en	
  las	
  altera-­‐

ciones	
  morfológicas	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  aunque	
  la	
  extensión	
  del	
  árbol	
  dendrítico	
  no	
  se	
  

vio	
   afectado.	
  Además,	
   independientemente	
   del	
   tipo	
   de	
   tratamiento,	
   la	
   dosis	
   de	
   1	
  mg/kg	
   no	
  

afectó	
  a	
  ninguno	
  de	
  los	
  parámetros	
  morfológicos	
  analizados	
  (Fig.	
  28;	
  ver	
  resumen	
  en	
  Tabla	
  4).	
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Tabla	
  4:	
  Resumen	
  de	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  el	
  análisis	
  del	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  morfología	
  de	
  las	
  células	
  de	
  
Purkinje	
  del	
  cerebelo	
  en	
  animales	
  mutantes	
  PCD.	
  	
  

	
  

	
  

De	
  este	
  modo,	
  la	
  OEA	
  consiguió	
  estabilizar	
  parcialmente	
  la	
  morfología	
  normal	
  de	
  las	
  célu-­‐

las	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  ratón	
  PCD.	
  Además,	
  este	
  efecto	
  se	
  produjo	
  principalmente	
  cuando	
  la	
  OEA	
  

se	
  administró	
  antes	
  del	
  comienzo	
  de	
   los	
  cambios	
  morfológicos,	
  es	
  decir	
  con	
   los	
  tratamientos	
  

continuo	
  y	
  agudo	
  a	
  P14,	
  actuando	
  de	
  forma	
  preventiva.	
  	
  

Efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  el	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  de	
  

las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  ratón	
  PCD	
  
En	
  relación	
  al	
  tratamiento	
  continuo	
  -­‐desde	
  P7	
  hasta	
  P21-­‐,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  mos-­‐

traron	
  que	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  tuvo	
  un	
  efecto	
  paliativo	
  únicamente	
  cuando	
  fue	
  adminis-­‐

trada	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  5	
  mg/kg	
  (p<0,01),	
  es	
  decir,	
  con	
  la	
  dosis	
  intermedia.	
  Con	
  respecto	
  al	
  trata-­‐

miento	
  agudo	
  a	
  P14,	
   se	
  observó	
  una	
  mayor	
   supervivencia	
  de	
   células	
  de	
  Purkinje	
   sólo	
   con	
   la	
  

administración	
  de	
  OEA	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  10	
  mg/kg	
  (p<0,05).	
  Sin	
  embargo,	
  el	
  tratamiento	
  agudo	
  a	
  

P16	
  no	
  tuvo	
  ningún	
  efecto	
  en	
  el	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  a	
  ninguna	
  de	
  las	
  dosis	
  empleadas	
  

(Fig.	
   29).	
   De	
   este	
  modo,	
   parece	
   ser	
   que	
   la	
  OEA	
   únicamente	
   tiene	
   un	
   efecto	
   neuroprotector	
  

cuando	
  es	
  administrada	
  de	
  manera	
  previa	
  al	
  comienzo	
  del	
  proceso	
  pre-­‐neurodegenerativo,	
  es	
  

decir	
  que	
  tendría	
  un	
  efecto	
  preventivo,	
  pero	
  no	
  paliativo	
  de	
  la	
  muerte	
  neuronal.	
  

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  relación	
  a	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  la	
  

degeneración	
  cerebelosa	
  del	
  ratón	
  PCD,	
  parece	
  que	
  ésta	
  mejoraría	
  de	
  forma	
  generalizada	
  las	
  

alteraciones	
  morfológicas	
  subyacentes,	
  siendo	
  más	
  limitado	
  su	
  efecto	
  en	
  la	
  muerte	
  neuronal.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  receptores	
  

endocannabinoides	
  
Como	
   se	
   ha	
   explicado	
   anteriormente,	
   el	
   sistema	
   endocannabinoide	
   se	
   ha	
   relacionado	
  

ampliamente	
   con	
   procesos	
   de	
   desarrollo	
   y	
   muerte	
   neuronal.	
   Sin	
   embargo,	
   se	
   desconoce	
   el	
  

efecto	
  que	
  puede	
  tener	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  endocan-­‐

nabinoides	
  en	
  el	
  cerebelo	
  durante	
  procesos	
  patológicos.	
  En	
  nuestro	
  estudio,	
  se	
  observó	
  que	
  la	
  

OEA	
  aumentó	
  la	
  expresión	
  de	
  receptores	
  PPARα	
  a	
  dosis	
  de	
  5	
  y	
  10	
  mg/kg	
  con	
  los	
  tres	
  tipos	
  de	
  

	
  

  
  

PCD   OEA	
  P7-­‐P21   OEA	
  P14	
   OEA	
  P16	
  

Control   1	
  mg/kg   5	
  mg/kg   10	
  mg/kg   1	
  mg/kg   5	
  mg/kg   10	
  mg/kg   1	
  mg/kg   5	
  mg/kg   10	
  mg/kg  

Grosor	
  dendrita	
  primaria   1.97	
  ±	
  0.31	
   2.41	
  ±0	
  .10	
   3.06	
  ±	
  0.30	
   3.56	
  ±0	
  .32	
   2.38	
  ±0	
  .22	
   2.40	
  ±0	
  .10	
   3.53	
  ±0	
  .32	
   2.38	
  ±0	
  .12	
   2.77	
  ±0	
  .51	
   3.61	
  ±0	
  .32	
  

Longitud	
  dendrita	
  primaria   21.12	
  ±	
  2.38	
   24.39	
  ±	
  2.66	
   29.50	
  ±	
  3.31	
   33.31	
  ±	
  2.37	
   23.39	
  ±	
  2.15	
   28.58	
  ±	
  1.54	
   35.31	
  ±	
  2.37	
   23.83	
  ±	
  1.37	
   25.84	
  ±	
  2.14	
   32.31	
  ±	
  2.37	
  

Tamaño	
  soma   71.80	
  ±	
  13.11	
   82.07	
  ±	
  31.40	
   107.56	
  ±	
  .23	
   135.79	
  ±	
  9.85	
   93.96	
  ±	
  .00	
   111.25	
  ±	
  22.90	
   144.83	
  ±	
  5.53	
   86.57	
  ±	
  3.43	
   87.89	
  ±	
  27.85	
   145.04	
  ±	
  13.58	
  

Extensión	
  arborización	
  
dendrítica   84.59	
  ±	
  10.74	
   87.80	
  ±	
  11.02	
   91.80	
  ±	
  9.33	
   105.05	
  ±	
  5.11	
   91.02	
  ±	
  12.88	
   99.54	
  ±	
  7.31	
   104.98	
  ±	
  5.04	
   90.27	
  ±	
  4.08	
   100.04	
  ±	
  4.02	
   96.50	
  ±	
  7.33	
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tratamiento	
  utilizados	
  y	
  en	
  ambos	
  genotipos	
  (Fig.	
  30),	
   lo	
  que	
  concuerda	
  con	
  estudios	
  previos	
  

(Zhou	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Tal	
  y	
  como	
  hemos	
  indicado	
  anteriormente,	
  el	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

receptores	
   PPARα	
   podría	
   estar	
   relacionado	
   con	
   cambios	
   plásticos	
   internos	
   en	
   las	
   células	
   de	
  

Purkinje.	
  Por	
  tanto,	
  la	
  neuroprotección	
  observada	
  podría	
  estar	
  mediada	
  en	
  parte	
  por	
  este	
  au-­‐

mento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  dichos	
  receptores	
  

Con	
  respecto	
  a	
  los	
  receptores	
  CB1,	
  no	
  se	
  observaron	
  diferencias	
  en	
  su	
  expresión	
  deriva-­‐

das	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  ningún	
  grupo.	
  Además,	
  la	
  OEA	
  tampoco	
  afectó	
  a	
  la	
  propia	
  

“formación	
  de	
  Pinceaux”,	
  la	
  cual	
  se	
  mantuvo	
  intacta	
  en	
  todo	
  el	
  cerebelo	
  a	
  pesar	
  de	
  la	
  muerte	
  

de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  observó	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  postnatal	
  (Fig.	
  30).	
  Del	
  

mismo	
  modo,	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  tampoco	
  pareció	
  alterar	
  de	
  forma	
  cualitativa	
  la	
  expre-­‐

sión	
  de	
  receptores	
  CB2.	
  Si	
  tal	
  y	
  como	
  hemos	
  indicado	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  CB2	
  puede	
  

ser	
  un	
  indicador	
  neuroinflamatorio,	
  la	
  OEA	
  no	
  parece	
  alterarlo.	
  

ANÁLISIS	
  DEL	
  COMPORTAMIENTO	
  DEL	
  RATÓN	
  MUTANTE	
  PCD	
  
Uno	
  de	
  los	
  aspectos	
  más	
  controvertidos	
  de	
  las	
  últimas	
  décadas	
  es	
   la	
  posible	
   implicación	
  

del	
  cerebelo	
  en	
  procesos	
  cognitivos.	
  Numerosos	
  estudios	
  han	
  intentado	
  resolver	
  esta	
  cuestión	
  

mediante	
  diferentes	
  modelos	
  animales.	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  falta	
  de	
  estudios	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  un	
  pro-­‐

ceso	
  degenerativo	
  completo	
  ha	
  dificultado,	
  a	
  nuestro	
  entender,	
  comprender	
  cómo	
  el	
  progreso	
  

de	
   las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  afecta	
  también	
  de	
  manera	
  progresiva	
  a	
   las	
   funciones	
  cogniti-­‐

vas.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  durante	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  

PCD	
  no	
  existen	
  alteraciones	
  conocidas	
  en	
  otras	
  estructuras	
  del	
  SNC,	
  éste	
  se	
  vislumbró	
  como	
  un	
  

excelente	
  modelo	
  para	
  abordar	
  dicha	
  cuestión.	
  Además,	
  la	
  existencia	
  de	
  dos	
  procesos	
  diferen-­‐

ciados	
   durante	
   el	
   desarrollo	
   del	
   cerebelo	
   -­‐pre-­‐neurodegeneración	
   y	
   degeneración-­‐,	
   permitió	
  

saber	
  cómo	
  el	
  desarrollo	
  de	
  estas	
  alteraciones	
  se	
  relaciona	
  con	
  posibles	
  cambios	
  cognitivos.	
  	
  

Análisis	
  de	
  la	
  prueba	
  de	
  rota-­‐‑rod	
  
Los	
   resultados	
  obtenidos	
  mediante	
   la	
  prueba	
  de	
   rota-­‐rod	
   indicaron	
  que	
   la	
   coordinación	
  

motora	
   del	
   PCD	
   se	
   ve	
   afectada	
   únicamente	
   durante	
   el	
   proceso	
   neurodegenerativo	
   (P22,	
  

p<0,05;	
  P30,	
  p<0,05;	
  Fig.	
  31).	
  De	
  este	
  modo,	
  parece	
  ser	
  que	
  las	
  alteraciones	
  morfológicas	
  ha-­‐

lladas	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  durante	
  el	
  proceso	
  pre-­‐neurodegenerativo	
  no	
  afectan	
  a	
  proce-­‐

sos	
  de	
  coordinación	
  motora,	
  siendo	
  necesaria	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  mismas.	
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Análisis	
  de	
  la	
  prueba	
  de	
  comportamiento	
  en	
  jaula	
  
Esta	
  prueba	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  analizar	
  el	
  comportamiento	
  general	
  del	
  ra-­‐

tón	
  PCD	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  postnatal.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
   indicaron	
  que	
  los	
  animales	
  

PCD	
  tienen	
  un	
  menor	
  número	
  de	
  exploraciones	
  durante	
  el	
  desarrollo,	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  

animales	
  silvestres	
  a	
  todas	
   las	
  edades	
  analizadas	
  (P15,	
  p<0,05;	
  P17,	
  p<0,05;	
  P30,	
  p<0,05;	
  Fig.	
  

31).	
  De	
  este	
  modo,	
  parece	
  ser	
  que	
  la	
  exploración	
  orientada	
  al	
  entorno	
  ya	
  se	
  vio	
  influida	
  por	
  las	
  

alteraciones	
   morfológicas	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   del	
   cerebelo	
   -­‐y	
   posteriormente	
   por	
   su	
  

muerte-­‐.	
  Asimismo,	
  durante	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  se	
  produjo	
  una	
  disminución	
  en	
  el	
  

tiempo	
  dedicado	
  a	
   las	
   limpiezas	
  en	
   los	
  ratones	
  mutantes	
  PCD	
  (P22,	
  p<0,01;	
  P30,	
  p<0,01;	
  Fig.	
  

31).	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  se	
  hallaron	
  diferencias	
  en	
  el	
  tiempo	
  en	
  movimiento	
  general	
  entre	
  ambos	
  

genotipos	
  a	
  ninguna	
  de	
  las	
  edades	
  estudiadas	
  (Fig.	
  31).	
  Esto	
  es	
  importante,	
  ya	
  que	
  nos	
  permite	
  

asegurar	
  que	
   las	
  pruebas	
   llevadas	
  a	
  cabo	
  no	
  se	
  vieron	
   influidas	
  por	
  el	
   incipiente	
  movimiento	
  

atáxico	
  de	
  los	
  animales	
  PCD.	
  

Análisis	
  de	
  la	
  memoria	
  de	
  reconocimiento	
  
La	
  prueba	
  de	
  reconocimiento	
  de	
  objetos	
  nos	
  permitió	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  las	
  alteracio-­‐

nes	
  cerebelosas	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  reconocimiento	
  de	
  los	
  ratones	
  PCD.	
  Tal	
  y	
  como	
  cabría	
  es-­‐

perar,	
   los	
  resultados	
  obtenidos	
  mostraron	
  que	
   los	
  animales	
  silvestres	
  pasaron	
  un	
  mayor	
  por-­‐

centaje	
  de	
  tiempo	
  explorando	
  los	
  objetos	
  nuevos	
  que	
  los	
  familiares	
  a	
  todas	
  las	
  edades	
  analiza-­‐

das	
  (P17,	
  p<0,05;	
  P22,	
  p<0,01;	
  P30,	
  p<0,01;	
  Fig.	
  32).	
  Asimismo,	
  a	
  P17	
  y	
  a	
  P22	
  los	
  animales	
  PCD	
  

también	
   presentaron	
   un	
  mayor	
   porcentaje	
   de	
   tiempo	
   explorando	
   los	
   objetos	
   nuevos	
   que	
   el	
  

familiar	
  (P17,	
  p<0,01;	
  P22,	
  p<0,01;	
  Fig.	
  32),	
  mostrando	
  que	
  no	
  hay	
  alteraciones	
  en	
  la	
  memoria	
  

de	
  reconocimiento	
  debido	
  a	
  las	
  alteraciones	
  morfológicas	
  previamente	
  descritas	
  así	
  como	
  a	
  las	
  

primeras	
   etapas	
   de	
  muerte	
   neuronal.	
   Sin	
   embargo,	
   a	
   P30	
   –con	
   la	
   pérdida	
   de	
   prácticamente	
  

todas	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje-­‐	
  los	
  mutantes	
  PCD	
  pasaron	
  el	
  mismo	
  porcentaje	
  de	
  tiempo	
  explo-­‐

rando	
  el	
  nuevo	
  objeto	
  que	
  el	
  familiar	
  (p>0,05),	
  mostrando	
  un	
  déficit	
  en	
  la	
  memoria	
  de	
  recono-­‐

cimiento	
  a	
  esta	
  edad	
   (Fig.	
   32).	
   Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  descartar	
  posibles	
  efectos	
  derivados	
  de	
   la	
  

afectación	
  motora	
  a	
  P30,	
  se	
  analizó	
  el	
  número	
  de	
  visitas	
  realizadas	
  a	
  ambos	
  objetos,	
  así	
  como	
  

el	
  tiempo	
  medio	
  de	
  exploración	
  de	
  cada	
  objeto	
  en	
  cada	
  visita.	
  No	
  se	
  observaron	
  diferencias	
  en	
  

el	
  número	
  de	
  visitas	
  derivadas	
  del	
  genotipo,	
  indicándonos	
  que	
  la	
  ataxia	
  de	
  los	
  ratones	
  mutan-­‐

tes	
  PCD	
  tampoco	
  influyó	
  en	
  la	
  prueba	
  (Fig.	
  32).	
  Más	
  aún,	
  el	
  análisis	
  del	
  tiempo	
  medio	
  de	
  explo-­‐

ración	
  por	
  visita	
  mostró	
  que	
  los	
  animales	
  PCD	
  estuvieron	
  explorando	
  ambos	
  objetos	
  la	
  misma	
  

cantidad	
  de	
  tiempo	
  en	
  cada	
  visita,	
  al	
  contrario	
  que	
   los	
  silvestres	
   (p<0,05;	
  Fig.	
  32).	
  Por	
   tanto,	
  

parece	
  que	
  los	
  déficits	
  hallados	
  no	
  se	
  deben	
  a	
  alteraciones	
  motoras,	
  sino	
  a	
  la	
  capacidad	
  de	
  los	
  

ratones	
  mutantes	
  para	
  reconocer	
  los	
  objetos	
  familiares.	
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Análisis	
  del	
  test	
  de	
  preferencia	
  social	
  
Este	
  test	
  se	
  empleó	
  para	
  analizar	
  la	
  posible	
  afectación	
  del	
  comportamiento	
  social	
  en	
  el	
  ra-­‐

tón	
  mutante	
  PCD,	
  ya	
  que	
  las	
  alteraciones	
  de	
  este	
  comportamiento	
  son	
  uno	
  de	
  los	
  parámetros	
  

más	
   citados	
   como	
   afectados	
   cuando	
   existen	
   alteraciones	
   del	
   cerebelo	
   (Schmahmann	
   et	
   al.,	
  

2007;	
   Tavano	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Tsai	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Los	
   resultados	
   obtenidos	
   demostraron	
   que	
   los	
  

animales	
  mutantes	
  PCD	
  pasaron	
   la	
  misma	
  cantidad	
  de	
   tiempo	
  explorando	
  el	
   compartimento	
  

con	
  el	
  animal	
  intruso	
  que	
  el	
  compartimento	
  con	
  el	
  objeto,	
  a	
  diferencia	
  de	
  lo	
  que	
  ocurre	
  con	
  los	
  

animales	
  silvestres	
   (P15,	
  p<0,05;	
  P17,	
  p<0,01;	
  P22,	
  p<0,01;	
  P30,	
  p<0,01;	
  Fig.	
   33).	
  Estos	
  datos	
  

demuestran	
  una	
  clara	
  afectación	
  en	
  la	
  preferencia	
  social	
  de	
  los	
  ratones	
  mutantes	
  PCD	
  a	
  todas	
  

las	
  edades	
  analizadas.	
  De	
  este	
  modo,	
   las	
  alteraciones	
  morfológicas	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  

parecen	
  ser	
  suficientes	
  como	
  para	
  alterar	
  el	
  comportamiento	
  social	
  de	
  los	
  ratones.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  la	
  coordinación	
  motora	
  del	
  

ratón	
  mutante	
  PCD	
  
Tal	
  y	
  como	
  hemos	
  ido	
  viendo,	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  parece	
  prevenir	
   las	
  alteraciones	
  

histológicas	
  observadas	
  en	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD.	
  Por	
  tanto,	
  uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  ha	
  sido	
  estu-­‐

diar	
  su	
  efecto	
  en	
  el	
  comportamiento	
  motor	
  de	
  estos	
  animales	
  mediante	
  la	
  prueba	
  de	
  rota-­‐rod.	
  

Los	
   resultados	
  obtenidos	
  demostraron	
  que	
   la	
   administración	
  de	
  OEA	
  no	
  mejoró	
   la	
   coordina-­‐

ción	
  motora	
  de	
  los	
  animales	
  PCD,	
  sin	
  importar	
  la	
  dosis	
  o	
  el	
  tratamiento	
  utilizados	
  (Fig.	
  34).	
  Por	
  

tanto,	
  el	
  efecto	
  estabilizador	
  y	
  neuroprotector	
  de	
  la	
  OEA	
  –observado	
  tanto	
  en	
  el	
  citoesqueleto	
  

como	
   en	
   la	
   histología	
   cerebelosa-­‐	
   no	
   parece	
   reflejarse	
   en	
   la	
   coordinación	
  motora	
   del	
   ratón	
  

PCD.	
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A	
  lo	
  largo	
  del	
  apartado	
  anterior	
  se	
  han	
  ido	
  describiendo	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  base	
  

a	
   las	
   diferentes	
   técnicas	
   y	
   pruebas	
   realizadas.	
   Sin	
   embargo,	
   para	
   facilitar	
   una	
   comprensión	
  

global	
  de	
  todo	
  ello,	
  se	
  discutirán	
  a	
  continuación	
  en	
  base	
  a	
  los	
  principales	
  objetivos	
  planteados:	
  

1)	
  efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  y	
  su	
  relación	
  con	
  

el	
  desarrollo	
  del	
  ratón	
  mutante	
  PCD,	
  y	
  2)	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  en	
  estos	
  mis-­‐

mos	
  parámetros.	
  	
  

A	
  modo	
  de	
  resumen,	
  podemos	
  decir	
  que	
  la	
  mutación	
  pcd	
  afecta	
  a	
   la	
  estabilidad	
  y	
   la	
  es-­‐

tructura	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  lo	
  que	
  parece	
  no	
  alterar	
  el	
  desarrollo	
  del	
  cerebelo	
  del	
  ratón	
  PCD	
  

en	
   las	
   primeras	
   semanas	
   postnatales.	
   Sin	
   embargo,	
   una	
   vez	
   que	
   la	
   corteza	
   cerebelosa	
   está	
  

prácticamente	
  formada	
  –P15-­‐	
  comienzan	
  a	
  observarse	
  los	
  primeros	
  signos	
  de	
  alteración	
  en	
  la	
  

morfología	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα.	
  Esto	
  se	
  ve	
  refle-­‐

jado	
  en	
  el	
  comportamiento	
  no	
  motor	
  de	
  los	
  mutantes	
  PCD.	
  Además,	
  el	
  progreso	
  de	
  las	
  altera-­‐

ciones	
  cerebelosas	
  y	
   la	
  muerte	
  neuronal	
  posterior	
   influyen	
  en	
  el	
  progreso	
  de	
  las	
  alteraciones	
  

comportamentales,	
   en	
  este	
   caso	
  motoras	
   y	
  no	
  motoras.	
   Por	
   tanto,	
   entender	
  dicho	
  progreso	
  

parece	
  ser	
  fundamental	
  para	
  poder	
  comprender	
  la	
  influencia	
  del	
  cerebelo	
  no	
  sólo	
  en	
  el	
  com-­‐

portamiento	
  motor	
  sino	
  también	
  en	
  tareas	
  no	
  motoras	
  de	
  tipo	
  cognitivo/afectivo.	
  	
  

Para	
  estudiar	
  más	
  profundamente	
  la	
  relación	
  entre	
  el	
  desarrollo	
  del	
  proceso	
  degenerati-­‐

vo	
  del	
   ratón	
  PCD	
  y	
  el	
   sistema	
  endocannabinoide	
  se	
   trató	
  a	
   los	
  animales	
  con	
  un	
  agonista	
  en-­‐

docannabinoide,	
   la	
  OEA.	
  Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  esta	
  molécula	
  disminuye	
   la	
  muerte	
  neuronal	
  

en	
  distintas	
  estructuras	
  del	
  SNC,	
  lo	
  que	
  concuerda	
  con	
  nuestros	
  resultados.	
  Como	
  hemos	
  visto,	
  

la	
  OEA	
  parece	
  estabilizar	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  Precisamente,	
  esta	
  es-­‐

tabilización	
  previene	
   las	
   alteraciones	
  morfológicas	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
  en	
   los	
   animales	
  

PCD	
  y	
  en	
  último	
  término	
  reduce	
  su	
  muerte.	
  

EFECTO	
  DE	
  LA	
  ADMINISTRACIÓN	
  DE	
  OEA	
  EN	
  LA	
  MUTACIÓN	
  PCD	
  
En	
  los	
  últimos	
  años	
  diferentes	
  trabajos	
  han	
  observado	
  que	
  la	
  administración	
  de	
  agonistas	
  

de	
   los	
   receptores	
   PPARα	
   disminuyen	
   la	
  muerte	
   neuronal	
   y	
   la	
   neuroinflamación	
   en	
  modelos	
  

farmacológicos	
  de	
  degeneración	
  (Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009;	
  González-­‐Aparicio	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

Como	
  hemos	
  demostrado	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
   la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral,	
   estos	
   receptores	
  parecen	
  

ser	
   relevantes	
   en	
   el	
   progreso	
   de	
   las	
   alteraciones	
   cerebelosas	
   del	
   ratón	
  mutante	
   PCD.	
   El	
   au-­‐

mento	
  en	
   su	
   expresión	
   al	
   comienzo	
  del	
   proceso	
  pre-­‐neurodegenerativo	
  parece	
   revelar	
   cam-­‐

bios	
  plásticos	
  internos	
  a	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  que	
  pudieran	
  frenar	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neu-­‐
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ronal.	
  Sin	
  embargo,	
  se	
  desconocía	
  la	
  relación	
  entre	
  el	
  sistema	
  endocannabinoide	
  y	
  el	
  desarro-­‐

llo	
  del	
  cerebelo	
  de	
  los	
  ratones,	
  así	
  como	
  en	
  procesos	
  de	
  degeneración	
  cerebelosa.	
  	
  

Tal	
  y	
  como	
  hemos	
  visto,	
  la	
  mutación	
  pcd	
  afecta	
  a	
  la	
  estabilidad	
  y	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  mi-­‐

crotúbulos,	
  lo	
  que	
  altera	
  el	
  desarrollo	
  normal	
  del	
  cerebelo	
  de	
  los	
  animales	
  mutantes.	
  Sin	
  em-­‐

bargo,	
   la	
   administración	
   de	
   OEA	
  modifica	
   la	
   dinámica	
   de	
   los	
  microtúbulos,	
   tanto	
   de	
   células	
  

procedentes	
  de	
  animales	
  silvestres	
  como	
  de	
  KO	
  para	
   la	
  CCP1	
  (análogos	
  a	
   los	
  mutantes	
  PCD).	
  

En	
  primera	
  instancia	
  hay	
  que	
  remarcar	
  que	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  fue	
  exactamente	
  el	
  mismo	
  en	
  

microtúbulos	
   de	
   animales	
   silvestres	
   que	
  mutantes,	
   aunque	
   la	
   concentración	
   necesaria	
   en	
   el	
  

caso	
   de	
   los	
  microtúbulos	
   de	
   animales	
   PCD	
   fue	
   del	
   doble.	
   Precisamente,	
   se	
   sabe	
  que	
   la	
  OEA	
  

afecta	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  a	
  través	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  

receptores	
  PPARα	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007),	
  por	
  lo	
  que	
  cabría	
  esperar	
  que	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  

en	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  se	
  deba	
  a	
  la	
  unión	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  mismos.	
  De	
  

acuerdo	
  con	
  esta	
  idea,	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  como	
  MAP2	
  ó	
  GAP43	
  (Illenber-­‐

ger	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Drewes	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Al-­‐Bassam	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Chakravarthy	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Mishra	
  

et	
   al.,	
   2008)	
   influyen	
  enormemente	
  en	
  dicha	
  dinámica.	
  Por	
   su	
  parte,	
   los	
   trabajos	
  publicados	
  

hasta	
   el	
  momento	
   indican	
   que	
   la	
   poliglutamilación	
   influiría	
   en	
   la	
   capacidad	
   de	
   las	
   proteínas	
  

asociadas	
   a	
   los	
  microtúbulos	
   para	
   unirse	
   a	
   éstos.	
   Concretamente,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   la	
  

falta	
  de	
  poliglutamilación	
  altera	
  la	
  unión	
  de	
  proteínas	
  como	
  MAP2	
  ó	
  MAP1,	
  entre	
  otras	
  (Bon-­‐

net	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Ikegami	
  et	
  al.,	
  2007).	
  De	
  este	
  modo,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  unión	
  de	
  pro-­‐

teínas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  se	
  ve	
  influida	
  tanto	
  por	
  la	
  afinidad	
  de	
  estas	
  como	
  por	
  su	
  concentra-­‐

ción,	
  al	
  disminuir	
   su	
  afinidad	
   se	
   requerirán	
  mayores	
   concentraciones	
  para	
   contrarrestar	
  ésta	
  

alteración.	
  En	
  consecuencia,	
  el	
  aumento	
  en	
  la	
  concentración	
  de	
  OEA	
  necesaria	
  para	
  afectar	
  a	
  

la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  fibroblastos	
  mutantes	
  se	
  debería	
  precisamente	
  a	
  alteracio-­‐

nes	
  en	
  dicha	
  afinidad.	
  Así,	
  este	
   incremento	
  en	
   la	
  concentración	
  de	
  OEA	
  aumentaría	
   la	
  expre-­‐

sión	
  y	
  concentración	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
   los	
  microtúbulos,	
  normalizando	
  su	
  unión	
  a	
   los	
  

microtúbulos	
  de	
  animales	
  mutantes	
  para	
  producir	
  un	
  efecto	
   similar	
   al	
   caso	
  de	
   los	
   silvestres.	
  

Por	
  otro	
   lado,	
   la	
  administración	
  de	
  OEA	
  “endereza”	
   la	
  estructura	
  de	
   los	
  microtúbulos	
  de	
  ani-­‐

males	
  mutantes.	
  Precisamente,	
  se	
  sabe	
  que	
  la	
  proteína	
  MAP2,	
  cuya	
  expresión	
  aumenta	
  por	
  la	
  

administración	
  de	
  OEA	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007),	
  endereza	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  

(Dye	
  et	
  al.,	
  1993).	
  De	
  este	
  modo,	
  tanto	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  dinámica	
  como	
  en	
  su	
  estructu-­‐

ra	
  estarían	
  mediados	
  por	
  la	
  unión	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos.	
  	
  

Los	
  efectos	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  el	
  análisis	
  in	
  vitro	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  se	
  traducen	
  en	
  los	
  resulta-­‐

dos	
   obtenidos	
   in	
   vivo.	
   Así,	
   si	
   bien	
   no	
   se	
   consiguió	
   una	
   recuperación	
   funcional	
   patente	
   en	
   el	
  

comportamiento	
  motor,	
   la	
  neuroprotección	
  cerebelosa	
  en	
  el	
  ratón	
  PCD	
  es	
  evidente	
  (ver	
  más	
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adelante).	
  Esta	
  falta	
  de	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  función	
  motora	
  podría	
  deberse	
  a	
  la	
  prueba	
  de	
  

rota-­‐rod	
  en	
  sí	
  misma.	
  Hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  esta	
  prueba	
  únicamente	
  permite	
  diferen-­‐

ciar	
   grandes	
   alteraciones	
   en	
   la	
   coordinación	
  motora	
   de	
   los	
   ratones	
   (Buccafusco,	
   2001).	
   Por	
  

tanto,	
   se	
  necesitarían	
  pruebas	
  más	
   finas	
  para	
   tener	
  una	
  mejor	
  comprensión	
  del	
  efecto	
  de	
   la	
  

OEA	
  en	
  la	
  coordinación	
  motora	
  de	
  los	
  ratones	
  mutantes	
  PCD.	
  Asimismo,	
  se	
  necesitaría	
  diferen-­‐

tes	
  tipos	
  de	
  pruebas	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  analizar	
  diferentes	
  parámetros	
  motores	
  (coordinación,	
  

marcha,	
  destreza,	
  etc.).	
  

Efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  expresión	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide	
  
La	
  administración	
  de	
  OEA	
  incrementa	
  la	
  expresión	
  de	
  receptores	
  PPARα,	
  lo	
  que	
  concuer-­‐

da	
  con	
  estudios	
  anteriores	
   (Zhou	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Además,	
   tal	
  y	
  como	
  hemos	
   indicado	
  anterior-­‐

mente,	
  este	
  aumento	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  en	
  parte	
  con	
  la	
  neuroprotección	
  observada	
  en	
  

los	
  animales	
  mutantes.	
   Sin	
  embargo,	
   los	
   receptores	
  CB1	
  y	
  CB2	
  no	
   se	
  ven	
  afectados	
  por	
  esta	
  

administración.	
   Como	
  habíamos	
   indicado	
   anteriormente,	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   receptores	
   CB1	
  

no	
  se	
  ve	
  alterada	
  en	
  los	
  animales	
  mutantes	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  desarrollo	
  postnatal,	
   indicando	
  una	
  

alta	
  estabilidad.	
  Por	
  tanto,	
  no	
  es	
  extraño	
  que	
  la	
  administración	
  de	
  OEA	
  no	
  cambie	
  el	
  patrón	
  de	
  

expresión	
   de	
   los	
   receptores	
   CB1.	
   En	
   relación	
   a	
   los	
   receptores	
   CB2,	
   aunque	
   estudios	
   previos	
  

han	
  demostrado	
  que	
  la	
  OEA	
  disminuye	
  la	
  liberación	
  de	
  mediadores	
  neuroinflamatorios	
  (Galán-­‐

Rodríguez	
   et	
   al.,	
   2009;	
   González-­‐Aparicio	
   y	
  Moratalla,	
   2014;	
   González-­‐Aparicio	
   et	
   al.,	
   2014),	
  

parece	
  que	
  esto	
  no	
  afecta	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  receptores.	
  Sin	
  embargo,	
  tanto	
  en	
  relación	
  a	
  

los	
  receptores	
  CB1	
  como	
  a	
  los	
  CB2,	
  sería	
  necesario	
  un	
  análisis	
  más	
  exhaustivo	
  para	
  compren-­‐

der	
  mejor	
   la	
   posible	
   influencia	
   de	
   la	
   administración	
  de	
  OEA.	
  Por	
   tanto,	
   la	
   administración	
  de	
  

OEA	
   afecta	
   de	
   manera	
   distinta	
   a	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   diferentes	
   elementos	
   del	
   sistema	
   en-­‐

docannabinoide.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  morfología	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  
La	
  estabilización	
  de	
   la	
  estructura	
  de	
   los	
  microtúbulos	
  por	
  parte	
  de	
   la	
  OEA	
  se	
  traduce	
  en	
  

mejorías	
  en	
   las	
  alteraciones	
  morfológicas	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  observadas	
  a	
   lo	
   largo	
  del	
  

desarrollo	
  del	
  ratón	
  PCD.	
  Estudios	
  previos	
  han	
  demostrado	
  que	
  la	
  OEA	
  afecta	
  a	
  la	
  morfología	
  

de	
  neuronas	
  hipocampales	
  en	
  cultivo	
  a	
  través	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα,	
  modificando	
  la	
  expre-­‐

sión	
   de	
   proteínas	
   asociadas	
   a	
   los	
   microtúbulos	
   (Bento-­‐Abreu	
   et	
   al.,	
   2007).	
   En	
   nuestro	
   caso	
  

hemos	
  visto	
  que	
  este	
  efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  la	
  morfología	
  neuronal	
  ayuda	
  a	
  prevenir	
  las	
  altera-­‐

ciones	
  derivadas	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  Además,	
  este	
  efecto	
  preventivo	
  

se	
  observa	
  en	
  todos	
  los	
  parámetros	
  morfológicos	
  estudiados.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  los	
  mi-­‐

crotúbulos	
  son	
  la	
  base	
  de	
  la	
  morfología	
  de	
  las	
  células,	
  este	
  efecto	
  preventivo	
  en	
  las	
  células	
  de	
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Purkinje	
  podría	
   estar	
   relacionado	
  precisamente	
   con	
  el	
   efecto	
  que	
   tiene	
  en	
   la	
  dinámica	
   y	
   es-­‐

tructura	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  	
  

DESARROLLO	
  DEL	
  RATÓN	
  MUTANTE	
  PCD	
  
Numerosos	
  autores	
  han	
  tratado	
  de	
  entender	
   la	
  base	
  del	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  del	
  

ratón	
  mutante	
  PCD	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  los	
  años	
  (Mullen	
  et	
  al.,	
  1976;	
  Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002;	
  

Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a;	
  Díaz	
  et	
  al.,	
  2012).	
  A	
  pesar	
  de	
  que	
  se	
  conoce	
  des-­‐

de	
   hace	
   tiempo	
   que	
   el	
   gen	
   afectado	
   es	
   el	
  Nna1,	
   relacionado	
   con	
   procesos	
   de	
   crecimiento	
  

axonal	
   (Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002),	
  su	
  función	
  concreta	
  permaneció	
  desconocida	
  hasta	
  

hace	
   unos	
   pocos	
   años.	
   En	
   este	
   sentido,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   este	
   gen	
   sintetiza	
   la	
   enzima	
  

CCP1	
   (Kalinina	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Berezniuk	
   et	
   al.,	
   2010),	
   una	
   carboxipeptidasa	
   relacionada	
   con	
   la	
  

des-­‐poliglutamilación	
  de	
   los	
  microtúbulos	
   (Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Esto	
   implica	
  que	
  una	
  base	
  

fundamental	
  de	
  las	
  alteraciones	
  en	
  el	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  estaría	
  precisamente	
  en	
  los	
  defectos	
  

de	
  dichos	
  microtúbulos.	
  Diversos	
  autores	
  han	
  tratado	
  de	
  averiguar	
  la	
  función	
  que	
  tiene	
  la	
  poli-­‐

glutamilación	
  en	
  la	
  función	
  de	
  este	
  componente	
  del	
  citoesqueleto.	
  Así,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  

la	
  falta	
  de	
  poliglutamilación	
  altera	
  la	
  unión	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  (Ikegami	
  

et	
  al.,	
  2007).	
  Sin	
  embargo,	
  el	
  efecto	
  de	
  esta	
  poliglutamilación	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  estructura	
  de	
  los	
  

propios	
  microtúbulos	
  es	
  aún	
  desconocido.	
  	
  

La	
  regulación	
  de	
  la	
  poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  es	
  esencial	
  

durante	
  el	
  desarrollo	
  cerebeloso	
  
Como	
  muestran	
   nuestros	
   resultados,	
   la	
   poliglutamilación	
   de	
   los	
  microtúbulos	
   en	
   fibro-­‐

blastos	
  de	
  ratones	
  KO	
  para	
  la	
  CCP1	
  (PCD)	
  hace	
  que	
  éstos	
  tengan	
  una	
  dinámica	
  más	
  inestable,	
  

con	
  una	
  mayor	
  velocidad	
  de	
  polimerización	
  y	
  frecuencia	
  de	
  catástrofes.	
  Estudios	
  previos	
  han	
  

demostrado	
  precisamente	
  que	
  en	
  el	
  cono	
  axónico	
  de	
  las	
  neuronas	
  en	
  crecimiento	
  la	
  dinámica	
  

de	
  los	
  microtúbulos	
  es	
  también	
  más	
  inestable,	
  y	
  su	
  frecuencia	
  de	
  catástrofes	
  se	
  ve	
  aumentada	
  

(Dent	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Es	
  decir,	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  PCD	
  sería	
  semejante	
  a	
  la	
  de	
  micro-­‐

túbulos	
  de	
  neuronas	
  en	
  crecimiento.	
  Por	
  su	
  parte,	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  anima-­‐

les	
  mutantes	
  es	
  más	
  curvada	
  que	
  la	
  de	
  los	
  silvestres.	
  En	
  este	
  sentido,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  recien-­‐

temente	
  que	
  la	
  doblecortina	
  es	
  más	
  afín	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  de	
  gran	
  curvatura	
  (Bechstedt	
  et	
  al.,	
  

2015).	
  Hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  asociación	
  de	
  esta	
  proteína	
  a	
  los	
  microtúbulos	
  es	
  esen-­‐

cial	
   en	
  procesos	
   de	
  migración	
   y	
   crecimiento	
  neuronal,	
   ambos	
   relacionados	
   con	
   el	
   desarrollo	
  

(Bechstedt	
  y	
  Brouhard,	
  2012;	
  Fu	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Por	
  tanto,	
  la	
  poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbu-­‐

los	
  haría	
  que	
  éstos	
  tuvieran	
  también	
  una	
  estructura	
  similar	
  a	
  la	
  de	
  microtúbulos	
  de	
  neuronas	
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en	
   desarrollo.	
   Es	
   decir,	
   la	
   poliglutamilación	
   favorecería	
   el	
   desarrollo	
   neuronal,	
   tanto	
   por	
   su	
  

efecto	
  en	
  la	
  dinámica	
  como	
  en	
  la	
  propia	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  De	
  hecho,	
  se	
  ha	
  de-­‐

mostrado	
  que	
  los	
  animales	
  KO	
  para	
  la	
  CCP1	
  tienen	
  niveles	
  de	
  poliglutamilación	
  similares	
  a	
  los	
  

animales	
  silvestres	
  a	
  edades	
  tempranas	
  (Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010),	
  de	
  ahí	
  que	
  el	
  desarrollo	
  cere-­‐

beloso	
   inicial	
   de	
   los	
   animales	
   PCD	
   sea	
   similar	
   al	
   de	
   los	
   silvestres,	
   al	
   menos	
   hasta	
   P15.	
   De	
  

acuerdo	
  con	
  esto,	
  estudios	
  previos	
  han	
  demostrado	
  que	
  a	
  partir	
  de	
  P15	
  se	
  produce	
  un	
  aumen-­‐

to	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  enzima	
  CCP1	
  en	
  el	
  cerebelo	
  de	
  animales	
  silvestres,	
  que	
  no	
  tiene	
  lugar	
  

en	
  animales	
  PCD	
  (Baltanás	
  et	
  al.,	
  2013),	
   justo	
  cuando	
  finaliza	
  el	
  crecimiento	
  de	
  las	
  células	
  de	
  

Purkinje	
  (White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013).	
  Por	
  tanto,	
  de	
  acuerdo	
  con	
  la	
  hipótesis	
  planteada,	
  al	
  finalizar	
  

dicho	
  crecimiento	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
   (alrededor	
  de	
  P15)	
   sería	
  necesaria	
  una	
  disminu-­‐

ción	
  de	
  la	
  poliglutamilación,	
  y	
  por	
  tanto	
  una	
  “reducción	
  de	
  su	
  inestabilidad”.	
  Es	
  precisamente	
  

en	
   este	
   periodo	
   cuando	
   comienzan	
   los	
   primeros	
   signos	
   pre-­‐neurodegenerativos	
   en	
   el	
   ratón	
  

PCD,	
  apoyando	
  la	
  idea	
  de	
  que	
  la	
  poliglutamilación	
  impediría	
  la	
  estabilización	
  de	
  los	
  microtúbu-­‐

los	
  necesaria	
  en	
  la	
  maduración	
  neuronal.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  mutación	
  pcd	
  en	
  las	
  primeras	
  semanas	
  de	
  desarrollo	
  

postnatal	
  
El	
  ratón	
  mutante	
  PCD	
  nos	
  ofrece	
  la	
  posibilidad	
  de	
  entender	
  cómo	
  las	
  alteraciones	
  micro-­‐

tubulares	
  generan	
  de	
  manera	
  progresiva	
  alteraciones	
  en	
  la	
  estructura	
  del	
  cerebelo.	
  Como	
  he-­‐

mos	
  visto,	
  en	
  la	
  primera	
  semana	
  de	
  desarrollo	
  postnatal	
  no	
  observamos	
  alteraciones	
  histológi-­‐

cas	
  en	
  el	
  cerebelo	
  de	
  los	
  animales	
  PCD.	
  De	
  este	
  modo,	
  parece	
  que	
  la	
  inestabilidad	
  observada	
  

en	
   los	
  microtúbulos	
  de	
  animales	
  PCD	
  no	
  afectaría	
  durante	
   las	
  primeras	
  etapas	
  de	
  desarrollo	
  

postnatal.	
   Esto	
   concuerda	
  precisamente	
  con	
   lo	
  expuesto	
  anteriormente,	
  es	
  decir,	
  parece	
   ser	
  

que	
   la	
   poliglutamilación	
   de	
   los	
  microtúbulos	
   sería	
   necesaria	
   durante	
   las	
   primeras	
   etapas	
   de	
  

desarrollo	
   neuronal.	
   Recordemos	
   que	
   es	
   precisamente	
   a	
   P15	
   cuando	
   se	
   produce	
   un	
   rápido	
  

aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  enzima	
  NNA1/CCP1	
  en	
  animales	
  silvestres,	
  dando	
  así	
  lugar	
  a	
  la	
  

des-­‐poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  animales	
  silvestres	
  (Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a).	
  

Estudios	
  previos	
  habían	
  caracterizado	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  del	
  ratón	
  PCD	
  en	
  dos	
  pe-­‐

riodos:	
  un	
  primer	
  periodo	
  caracterizado	
  por	
  alteraciones	
  nucleares	
  en	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  

del	
  cerebelo	
  desde	
  P15	
  hasta	
  P18	
  (pre-­‐neurodegeneración),	
  y	
  un	
  segundo	
  periodo	
  en	
  el	
  que	
  se	
  

produce	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  que	
  va	
  desde	
  P18	
  hasta	
  P45	
  (degeneración;	
  Balta-­‐

nás	
  et	
  al.,	
  2011a).	
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Pre-­‐‑neurodegeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  
A	
  lo	
   largo	
  del	
  proceso	
  pre-­‐neurodegenerativo	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  sufren	
  alteraciones	
  

morfológicas	
   en	
   la	
   dendrita	
   principal.	
   Recientemente	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   cambios	
   en	
   la	
  

resistencia	
  axial	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  dependientes	
  de	
  la	
  longitud	
  y	
  el	
  grosor	
  dendrítico,	
  

alteran	
  su	
  capacidad	
  de	
  integrar	
  la	
  información	
  recibida	
  (Bekkers,	
  2011).	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  las	
  

corrientes	
   internas	
   de	
   calcio	
   se	
   ven	
   influidas	
   por	
   alteraciones	
   morfológicas	
   (Anwar	
   et	
   al.,	
  

2013).	
  Por	
  tanto,	
  estas	
  alteraciones	
  morfológicas	
  podrían	
  estar	
  originando	
  defectos	
  en	
  la	
  elec-­‐

trofisiología	
  de	
   las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  modificando	
  así	
  el	
   funcionamiento	
  del	
  cerebelo,	
  y	
  por	
  

ende	
  el	
  comportamiento	
  de	
  los	
  animales,	
  sin	
  que	
  haya	
  comenzado	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neu-­‐

ronal.	
   Esto	
   convierte	
   a	
   la	
   morfología	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   en	
   nuevo	
   marcador	
   pre-­‐

neurodegenerativo	
  en	
  el	
  cerebelo	
  (ver	
  más	
  adelante).	
  	
  

Durante	
   este	
   mismo	
   periodo	
   se	
   produce	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   receptores	
  

PPARα	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  ratón	
  PCD.	
  De	
  acuerdo	
  con	
  estudios	
  anteriores,	
  la	
  expre-­‐

sión	
  de	
  receptores	
  PPARα	
  se	
  relaciona	
  con	
  un	
  enlentecimiento	
  de	
   la	
  apoptosis	
   (Genovese	
  et	
  

al.,	
  2005).	
  Más	
  aún,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  receptores	
  PPARα	
  disminuyen	
  la	
  

muerte	
   neuronal	
   en	
   modelos	
   de	
   degeneración	
   (Galán-­‐Rodríguez	
   et	
   al.,	
   2009;	
   González-­‐

Aparicio	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Todo	
  esto	
  apoyaría	
  la	
  hipótesis	
  de	
  un	
  aumento	
  en	
  su	
  expresión	
  debido	
  a	
  

cambios	
  plásticos	
  internos	
  a	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  con	
  objeto	
  de	
  frenar	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  

neuronal.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  a	
  estas	
  mismas	
  edades	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  se	
  produce	
  

principalmente	
  en	
   la	
  capa	
  molecular	
  del	
  cerebelo	
  en	
  ambos	
  genotipos.	
  Asimismo,	
  a	
  partir	
  de	
  

P15	
   los	
   receptores	
   CB1	
   marcan	
   el	
   comienzo	
   del	
   establecimiento	
   de	
   la	
   “formación	
   de	
   Pin-­‐

ceaux”,	
  tanto	
  en	
  animales	
  silvestres	
  como	
  mutantes	
  PCD,	
  indicando	
  una	
  expresión	
  normal	
  de	
  

estos	
  receptores	
  sin	
  cambios	
  producidos	
  por	
   la	
  mutación.	
  Aunque	
   la	
   falta	
  de	
  más	
  datos	
  y	
  de	
  

literatura	
  previa	
  no	
  nos	
  permite	
  sacar	
  conclusiones	
  acerca	
  de	
  la	
  situación	
  de	
  estos	
  receptores	
  

en	
   los	
  animales	
  PCD,	
  el	
   conjunto	
  de	
  alteraciones	
  estructurales	
  observadas	
  en	
  el	
   cerebelo	
  de	
  

estos	
  animales	
  nos	
  lleva	
  a	
  pensar	
  que	
  este	
  sistema	
  de	
  neurotransmisión	
  se	
  verá	
  también	
  afec-­‐

tado.	
  Por	
  su	
  parte,	
   los	
  receptores	
  CB2	
  comienzan	
  a	
  expresarse	
  en	
  el	
  cerebelo	
  a	
  partir	
  de	
  P17	
  

en	
   ambos	
   genotipos,	
   por	
   lo	
   que	
   tampoco	
   parecen	
   intervenir	
   en	
   este	
   proceso,	
   ya	
   que	
   no	
   se	
  

hallaron	
  diferencias	
  durante	
  el	
  periodo	
  pre-­‐neurodegenerativo.	
  Esto	
  concuerda	
  con	
  datos	
  an-­‐

teriores	
  en	
  los	
  que	
  se	
  ha	
  relacionado	
  extensamente	
  la	
  función	
  de	
  estos	
  receptores	
  con	
  proce-­‐

sos	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  y	
  neuroinflamación,	
  no	
  con	
   las	
  etapas	
  previas.	
   (Howlett	
  et	
  al.,	
  2002;	
  

Ashton	
  y	
  Glass,	
  2007;	
  Benito	
  et	
  al.,	
  2008)	
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Efecto	
  de	
  la	
  pre-­‐‑neurodegeneración	
  en	
  el	
  comportamiento	
  del	
  ratón	
  PCD	
  
Las	
   alteraciones	
   en	
   el	
   cerebelo	
   de	
   los	
   animales	
   PCD	
   durante	
   el	
   periodo	
   pre-­‐

neurodegenerativo	
  se	
  ven	
  reflejadas	
  en	
  su	
  comportamiento,	
  concretamente	
  en	
  déficits	
  socia-­‐

les	
  y	
  de	
  exploración	
  del	
  entorno.	
  Precisamente	
   las	
  alteraciones	
  de	
  estos	
  dos	
  parámetros	
  han	
  

sido	
  extensivamente	
  relacionadas	
  con	
  defectos	
  en	
  el	
  cerebelo	
  (Pierce	
  y	
  Courchesne,	
  2001;	
  Tsai	
  

et	
  al.,	
  2012;	
  Sudarov,	
  2013).	
  Sin	
  embargo,	
  nuestros	
  datos	
  demuestran	
  por	
  primera	
  vez	
  que	
  las	
  

alteraciones	
   morfológicas	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   son	
   suficientes	
   como	
   para	
   modificar	
   el	
  

comportamiento	
  no	
  motor,	
  sin	
  necesidad	
  de	
  pérdida	
  neuronal.	
  Esto,	
  como	
  ya	
  hemos	
  indicado,	
  

podría	
   deberse	
   al	
   impacto	
   que	
   tienen	
   estas	
   alteraciones	
  morfológicas	
   en	
   la	
   fisiología	
   de	
   las	
  

células	
  de	
  Purkinje.	
  Sin	
  bien	
  es	
  cierto	
  que	
  la	
  ablación	
  puntual	
  de	
  contactos	
  sinápticos	
  recibidos	
  

por	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
  no	
  afecta	
  al	
   comportamiento	
  no	
  motor	
   (Galliano	
  et	
  al.,	
   2013),	
  en	
  

nuestro	
  caso	
  se	
  vería	
  afectada	
  la	
  capacidad	
  de	
  integración	
  de	
  la	
  información	
  de	
  forma	
  general.	
  

Es	
  decir,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  suponen	
  la	
  única	
  salida	
  de	
  información	
  

de	
   la	
   corteza	
   cerebelosa,	
   habría	
  una	
  alteración	
   generalizada	
  de	
   la	
   respuesta	
   cerebelosa.	
   Por	
  

tanto,	
  aunque	
  no	
  se	
  produce	
  una	
  muerte	
  neuronal	
  parece	
  ser	
  que	
  son	
  necesarias	
  alteraciones	
  

más	
   graves	
  que	
   la	
   simple	
   eliminación	
  de	
   contactos	
   sinápticos	
   puntuales	
   en	
   el	
   cerebelo	
  para	
  

alterar	
  el	
  comportamiento	
  no	
  motor.	
  	
  

Neurodegeneración	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  
Posteriormente,	
  a	
  partir	
  de	
  P18,	
  comienza	
  el	
  proceso	
  neurodegenerativo,	
  durante	
  el	
  cual	
  

se	
  produce	
  una	
  pérdida	
  masiva	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
   ratón	
  mutante	
  PCD	
   (Wang	
  y	
  

Morgan,	
  2007;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a,	
  2011b,	
  2013).	
  Además,	
  se	
  ha	
  observado	
  una	
  disminución	
  

tanto	
   en	
   la	
   densidad	
   de	
   granos	
   como	
   de	
   neuronas	
   de	
   los	
   núcleos	
   cerebelosos	
   profundos	
   a	
  

edades	
  más	
  avanzadas,	
  las	
  cuales	
  se	
  consideran	
  secundarias	
  a	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Pur-­‐

kinje	
  (Triarhou	
  et	
  al.,	
  1987;	
  Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007).	
  Sin	
  embargo,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  

esta	
   Tesis	
  Doctoral	
   demuestran	
   que	
   la	
  muerte	
   de	
   los	
   granos	
   ya	
   comienza	
   durante	
   el	
   propio	
  

proceso	
  degenerativo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  y	
   lo	
  mismo	
  ocurre	
  con	
  ciertas	
   interneuronas	
  

de	
  la	
  capa	
  molecular.	
  Sin	
  embargo,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  estudios	
  anteriores	
  han	
  demostra-­‐

do	
  una	
  disminución	
  en	
  la	
  densidad	
  neuronal	
  del	
  complejo	
  olivar	
   inferior	
  –origen	
  de	
  las	
  fibras	
  

trepadoras-­‐	
  a	
  estas	
  mismas	
  edades	
  (Wang	
  y	
  Morgan,	
  2007),	
  resulta	
  complicado	
  con	
  los	
  datos	
  

actuales	
  determinar	
  si	
  esta	
  muerte	
  es	
  o	
  no	
  secundaria	
  a	
  la	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje.	
  En	
  cual-­‐

quier	
  caso,	
  todos	
  estos	
  datos	
  demuestran	
  que	
  la	
  degeneración	
  cerebelosa	
  del	
  ratón	
  mutante	
  

PCD	
  es	
  mucho	
  más	
  grave	
  de	
  lo	
  que	
  se	
  consideraba	
  hasta	
  el	
  momento.	
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Asimismo,	
   durante	
   este	
   periodo	
   degenerativo	
   se	
   mantiene	
   la	
   expresión	
   de	
   receptores	
  

PPARα	
   en	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   de	
   los	
   animales	
  mutantes	
   superior	
   al	
   de	
   los	
   silvestres.	
   Sin	
  

embargo,	
  a	
  P30	
  –cuando	
  sólo	
  quedan	
  unas	
  pocas	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  lóbulo	
  X-­‐	
  se	
  produce	
  

un	
   fuerte	
   descenso	
   en	
   su	
   expresión.	
   Como	
   ya	
   hemos	
   indicado,	
   el	
   aumento	
   de	
   la	
   expresión	
  

podría	
  deberse	
  a	
  cambios	
  internos	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  con	
  el	
  propósito	
  de	
  frenar	
  el	
  pro-­‐

ceso	
  neurodegenerativo.	
   En	
   relación	
  al	
   descenso	
  observado	
  a	
  P30,	
  hay	
  que	
   tener	
  en	
   cuenta	
  

que	
   la	
  abrupta	
  disminución	
  del	
  número	
  de	
  células	
  de	
  Purkinje	
  a	
  esta	
  edad	
  podría	
  estar	
  alte-­‐

rando	
  las	
  mediciones	
  del	
  porcentaje.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  al	
  final	
  del	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  de	
  

las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  ya	
  no	
  sería	
  necesario	
  este	
  aumento,	
  puesto	
  que	
  ya	
  se	
  ha	
  producido	
  una	
  

pérdida	
  masiva.	
  Por	
  su	
  parte,	
  durante	
  el	
  proceso	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  se	
  observa	
  un	
  aumento	
  

en	
  la	
  expresión	
  de	
  receptores	
  CB2	
  en	
  la	
  glía	
  de	
  Bergmann.	
  Tanto	
  los	
  receptores	
  CB2	
  como	
  la	
  

glía	
  de	
  Bergmann	
  se	
  han	
  relacionado	
  principalmente	
  con	
  procesos	
  inflamatorios	
  (Suárez	
  et	
  al.,	
  

2005;	
  Ashton	
  y	
  Glass,	
  2007;	
  Benito	
  et	
  al.,	
  2008;	
  da	
  Cruz-­‐Höfling	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Por	
   tanto,	
  este	
  

aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  CB2	
  sería	
  reflejo	
  del	
  proceso	
  neuroinflamatorio	
  en	
  el	
  cerebelo	
  del	
  

ratón	
  mutante	
  PCD.	
  Curiosamente,	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  receptores	
  CB1	
  alrededor	
  del	
  soma	
  y	
  el	
  

segmento	
  inicial	
  del	
  axón	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  no	
  se	
  ve	
  afectada	
  por	
  la	
  muerte	
  de	
  estas.	
  

Teniendo	
   en	
   cuenta	
   la	
   importancia	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje	
   en	
   el	
   establecimiento	
   de	
   ésta	
  

formación	
   sináptica,	
   cabría	
   esperar	
   una	
   retracción	
   de	
   todas	
   las	
   sinapsis	
   tras	
   su	
  muerte.	
   Por	
  

tanto,	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  “formación	
  de	
  Pinceaux”	
  puede	
  deberse	
  a	
  dos	
  razones:	
  que	
  una	
  

vez	
  formadas	
  las	
  sinapsis	
  éstas	
  sean	
  suficientemente	
  estables	
  por	
  sí	
  mismas,	
  o	
  que	
  realmente	
  

no	
  se	
  produzca	
  la	
  muerte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  y	
  sólo	
  se	
  pierda	
  su	
  inmunorreactividad	
  para	
  

los	
  marcadores	
  habituales	
  (Kawai	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Hayashi	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Ünal-­‐Çevik	
  et	
  al.,	
  2004)	
  al	
  

menos	
  en	
  un	
  primer	
   término.	
  La	
  observación	
  a	
  microscopía	
  electrónica	
  de	
  este	
   tejido	
   (datos	
  

preliminares,	
   no	
   mostrados)	
   apuntan	
   a	
   la	
   segunda	
   explicación,	
   o	
   bien	
   una	
   combinación	
   de	
  

ambas.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  neurodegeneración	
  en	
  el	
  comportamiento	
  del	
  ratón	
  PCD	
  	
  
Como	
  hemos	
  visto,	
  durante	
  el	
  periodo	
  de	
  muerte	
  neuronal	
  se	
  produce	
  un	
  agravamiento	
  

de	
  las	
  alteraciones	
  estructurales	
  del	
  cerebelo,	
  así	
  como	
  las	
  del	
  sistema	
  endocannabinoide.	
  Esto	
  

se	
  ve	
   reflejado	
  en	
   las	
  pruebas	
  comportamentales,	
   cuyas	
  alteraciones	
   se	
  agravan	
  a	
   su	
  vez	
  de	
  

forma	
  progresiva.	
  De	
  este	
  modo,	
  los	
  cambios	
  en	
  el	
  comportamiento	
  social	
  y	
  en	
  la	
  exploración	
  

del	
  entorno	
  siguen	
  manteniéndose	
  durante	
  esta	
  etapa.	
  Sin	
  embargo,	
  hay	
  que	
  destacar	
  un	
  au-­‐

mento	
   en	
   la	
   exploración	
   de	
   los	
   animales	
  mutantes	
   PCD	
   a	
   P22,	
   en	
   pleno	
  proceso	
   de	
  muerte	
  

neuronal,	
  asemejando	
  su	
  comportamiento	
  a	
  los	
  individuos	
  silvestres.	
  Como	
  ya	
  se	
  ha	
  explicado,	
  

a	
  esta	
  edad	
  está	
  finalizando	
  la	
  remodelación	
  sináptica	
  y	
  estructural	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
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del	
  cerebelo	
  (Van	
  Welie	
  et	
  al.,	
  2011;	
  White	
  y	
  Sillitoe,	
  2013),	
  lo	
  que	
  afecta	
  a	
  su	
  electrofisiología	
  

(Hockberger	
  et	
  al.,	
  1989;	
  McKay	
  y	
  Turner,	
  2005).	
  Por	
  tanto,	
  esta	
  remodelación	
  podría	
  reflejar-­‐

se	
  en	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  capacidad	
  exploratoria	
  del	
  entorno	
  de	
  los	
  animales	
  PCD	
  de	
  forma	
  pun-­‐

tual.	
  Por	
  su	
  parte,	
  durante	
  la	
  fase	
  degenerativa	
  comienza	
  a	
  observarse	
  una	
  disminución	
  en	
  las	
  

limpiezas	
  en	
  los	
  ratones	
  mutantes.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  trabajos	
  anteriores	
  en	
  relación	
  

a	
  la	
  influencia	
  del	
  cerebelo	
  en	
  este	
  comportamiento	
  resultan	
  contradictorios.	
  Así,	
  por	
  un	
  lado,	
  

estudios	
  previos	
  han	
  sugerido	
  que	
  las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  podrían	
  causar	
  un	
  incremento	
  

en	
  este	
   comportamiento	
   (Martin	
  et	
   al.,	
   2010;	
   Tsai	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Sin	
  embargo,	
  otros	
  estudios	
  

han	
  hallado	
  disminuciones	
  en	
   las	
   limpiezas	
  debido	
  a	
  alteraciones	
  cerebelosas	
   (Pierce	
  y	
  Cour-­‐

chesne,	
  2001;	
  Donald	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Lotta	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
   las	
  diferencias	
  en-­‐

contradas	
  en	
  las	
  distintas	
  fases	
  de	
  pérdida	
  neuronal,	
  estos	
  resultados	
  aparentemente	
  contra-­‐

dictorios	
  podrían	
  explicarse	
  por	
  las	
  diferencias	
  en	
  las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  entre	
  los	
  distin-­‐

tos	
  modelos	
  empleados.	
  De	
  acuerdo	
  con	
  esta	
  idea,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  durante	
  la	
  ejecución	
  

de	
  las	
  limpiezas	
  se	
  requiere	
  la	
  activación	
  tanto	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  del	
  cerebelo	
  como	
  de	
  

los	
  granos	
   (Hartmann	
  y	
  Bower,	
  2001).	
  Sin	
  embargo,	
  estos	
  mismos	
  autores	
  consideran	
  que	
   la	
  

información	
  que	
  procesan	
  ambos	
  tipos	
  neuronales	
  es	
  diferente.	
  Así,	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  granos	
  

sería	
   responsable	
   del	
   procesamiento	
   táctil	
   y	
   no	
   tanto	
   del	
  movimiento,	
   lo	
   que	
   influiría	
   en	
   la	
  

adquisición	
  de	
  información	
  sensorial	
  (Hartmann	
  y	
  Bower,	
  2001).	
  Por	
  tanto,	
  la	
  afectación	
  de	
  las	
  

limpiezas	
  variará	
  en	
  función	
  de	
  si	
  las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  afectan	
  a	
  uno	
  sólo	
  de	
  estos	
  tipos	
  

neuronales	
  o	
  a	
  ambos.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  animales	
  mutantes	
  PCD	
  hemos	
  visto	
  que	
  se	
  produce	
  

una	
  afectación	
  neuronal	
  generalizada,	
  por	
   lo	
  que,	
  tal	
  y	
  como	
  hemos	
  visto,	
   las	
   limpiezas	
  tam-­‐

bién	
  se	
  verán	
  alteradas	
  de	
  manera	
  generalizada.	
  	
  

Por	
  último,	
  al	
  final	
  del	
  proceso	
  de	
  muerte	
  celular	
  –P30-­‐,	
  cuando	
  se	
  ha	
  producido	
  la	
  pérdi-­‐

da	
  de	
  prácticamente	
  todas	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  hay	
  alteraciones	
  en	
  la	
  memoria	
  de	
  recono-­‐

cimiento.	
  Por	
  tanto,	
  esta	
  pérdida	
  neuronal	
  en	
  el	
  cerebelo	
  afectaría	
  a	
  la	
  capacidad	
  de	
  recono-­‐

cimiento	
  de	
  los	
  animales.	
  De	
  acuerdo	
  con	
  esto,	
  estudios	
  clínicos	
  de	
  neuroimagen	
  han	
  demos-­‐

trado	
  que	
  diferentes	
  áreas	
  del	
  cerebelo	
  se	
  activan	
  durante	
  tareas	
  relacionadas	
  con	
  la	
  memoria	
  

y	
  el	
  reconocimiento	
  (Weis	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Durisko	
  y	
  Fiez,	
  2010).	
  Sin	
  embargo,	
  se	
  ha	
  visto	
  que	
  esta	
  

activación	
  es	
  muy	
  reducida,	
  por	
   lo	
  que	
   la	
   influencia	
  del	
  cerebelo	
  sería	
  muy	
   limitada	
  (Weis	
  et	
  

al.,	
  2004).	
  Esto	
  concuerda	
  con	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  únicamente	
  se	
  observan	
  alteraciones	
  cuando	
  se	
  

ha	
   producido	
   la	
  muerte	
   de	
   la	
   práctica	
   totalidad	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Purkinje.	
   Es	
   decir,	
   dada	
   la	
  

limitada	
  influencia	
  del	
  cerebelo	
  en	
  la	
  memoria	
  de	
  reconocimiento,	
  sería	
  necesario	
  un	
  deterioro	
  

de	
  gran	
  magnitud	
  para	
  que	
  dicho	
  comportamiento	
  se	
  vea	
  alterado,	
   tal	
  y	
  como	
  ocurre	
  en	
   los	
  

animales	
  mutantes	
  PCD,	
  pero	
  ya	
  a	
  P30.	
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A	
  modo	
  de	
  resumen,	
  los	
  defectos	
  en	
  la	
  poliglutamilación	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  el	
  ratón	
  

mutante	
  PCD	
  aumentan	
  la	
  inestabilidad	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  al	
  tiempo	
  que	
  alteran	
  su	
  estructu-­‐

ra.	
  Esto	
  va	
  a	
  afectar	
  a	
  la	
  fase	
  final	
  del	
  desarrollo	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje,	
  desencadenando	
  el	
  

proceso	
  neurodegenerativo	
  del	
   ratón	
  PCD.	
  Además,	
   ciertos	
   elementos	
  del	
   sistema	
  endocan-­‐

nabinoide	
   van	
   a	
   verse	
   afectados,	
   y	
   sus	
   alteraciones	
   van	
   a	
   ir	
   progresando	
   al	
   tiempo	
   que	
   los	
  

defectos	
  en	
  el	
  cerebelo.	
  Finalmente,	
  este	
  conjunto	
  de	
  alteraciones	
  va	
  a	
  tener	
  un	
  impacto	
  en	
  el	
  

comportamiento	
  de	
   los	
  animales	
  mutantes,	
  principalmente	
  en	
  el	
   comportamiento	
  social	
  y	
   la	
  

exploración	
  del	
  entorno.	
  A	
  medida	
  que	
   las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  van	
  progresando	
   los	
  de-­‐

fectos	
  en	
  el	
  comportamiento	
  se	
  agravan,	
  produciéndose	
  a	
  P30	
  una	
  afectación	
  generalizada	
  del	
  

mismo.	
  

Efecto	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  el	
  proceso	
  neurodegenerativo	
  del	
  ratón	
  PCD	
  
A	
  lo	
  largo	
  de	
  los	
  últimos	
  años	
  la	
  función	
  que	
  más	
  se	
  ha	
  destacado	
  de	
  la	
  OEA	
  en	
  el	
  SNC	
  es	
  

su	
  efecto	
  neuroprotector	
  en	
  procesos	
  degenerativos	
  (Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009;	
  González-­‐

Aparicio	
  y	
  Moratalla,	
  2014).	
  Hasta	
  ahora,	
  todos	
  los	
  estudios	
  al	
  respecto	
  se	
  han	
  llevado	
  a	
  cabo	
  

en	
  modelos	
  de	
  degeneración	
  inducidos	
  farmacológicamente	
  a	
  los	
  cuales	
  se	
  les	
  administraba	
  la	
  

OEA	
  previamente.	
  Sin	
  embargo,	
  se	
  desconoce	
  por	
  completo	
  el	
  efecto	
  que	
  podría	
  tener	
  la	
  ad-­‐

ministración	
  de	
  esta	
  sustancia	
  en	
  modelos	
  de	
  degeneración	
  no	
  inducidos,	
  y	
  tampoco	
  se	
  cono-­‐

ce	
  su	
  efecto	
  en	
  la	
  muerte	
  neuronal	
  del	
  cerebelo.	
  En	
  nuestro	
  caso,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  van	
  

más	
  allá	
  y	
  demuestran	
  que	
  la	
  OEA	
  mejora	
  la	
  supervivencia	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purkinje	
  en	
  el	
  ce-­‐

rebelo	
  del	
  ratón	
  PCD,	
  es	
  decir	
  en	
  un	
  modelo	
  no	
  inducido.	
  Más	
  concretamente,	
  el	
  efecto	
  neu-­‐

roprotector	
  se	
  produce	
  únicamente	
  cuando	
  se	
  administra	
  esta	
  sustancia	
  de	
  manera	
  previa	
  al	
  

comienzo	
   del	
   proceso	
   degenerativo,	
   es	
   decir,	
   con	
   las	
   administraciones	
   continua	
   –desde	
   P7	
  

hasta	
  P21-­‐	
  y	
  aguda	
  a	
  P14.	
  Es	
  más,	
  uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  de	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral	
  era	
  carac-­‐

terizar	
  este	
  efecto	
  con	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  administración	
  y	
  dosis.	
  Así,	
  la	
  administración	
  aguda	
  

a	
  P14	
  de	
  OEA	
   requiere	
  dosis	
  más	
  altas	
   -­‐10	
  mg/kg-­‐	
  que	
   la	
  administración	
  continua	
   -­‐5	
  mg/kg-­‐	
  

para	
  ejercer	
  un	
  efecto	
  neuroprotector.	
  Hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  en	
  la	
  administración	
  con-­‐

tinua	
  se	
  realizan	
  15	
  inyecciones	
  de	
  OEA,	
  mientras	
  que	
  en	
  la	
  aguda	
  se	
  realiza	
  un	
  único	
  pinchazo.	
  

Por	
  tanto	
  en	
  la	
  administración	
  continua	
  se	
  administra	
  de	
  forma	
  global	
  una	
  mayor	
  cantidad	
  de	
  

OEA.	
  De	
  ahí	
  que	
  la	
  dosis	
  a	
  la	
  que	
  se	
  note	
  un	
  efecto	
  sea	
  la	
  de	
  5	
  mg/Kg,	
  que	
  la	
  dosis	
  menor	
  de	
  1	
  

mg/Kg	
  no	
  sea	
  suficiente	
  y	
  que	
  la	
  dosis	
  mayor	
  de	
  10	
  mg/Kg	
  sea	
  excesiva,	
  observándose	
  un	
  efec-­‐

to	
  típico	
  de	
  U	
  invertida,	
  como	
  se	
  ha	
  descrito	
  previamente	
  (Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Gon-­‐

zález-­‐Aparicio	
  y	
  Moratalla,	
  2014).	
  Por	
   su	
  parte,	
   la	
  administración	
  aguda	
  a	
  P14,	
  al	
   tratarse	
  de	
  

una	
  sola	
  inyección,	
  requiere	
  una	
  dosis	
  más	
  elevada	
  (10	
  mg/Kg)	
  para	
  ejercer	
  un	
  efecto.	
  En	
  este	
  

caso,	
  aunque	
  no	
  podemos	
  describir	
  un	
  efecto	
  en	
  U	
  invertida	
  como	
  con	
  la	
  administración	
  con-­‐
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tinua,	
  hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  el	
  efecto	
  neuroprotector	
  se	
  produce	
  con	
  la	
  dosis	
  más	
  alta.	
  

Por	
  tanto,	
  serían	
  necesarias	
  dosis	
  mayores	
  para	
  poder	
  observar	
  un	
  efecto	
  similar	
  en	
  la	
  admi-­‐

nistración	
  aguda	
  a	
  P14.	
  

A	
  modo	
  de	
  resumen	
  podemos	
  decir	
  que	
   la	
  administración	
  de	
  un	
  agonista	
  endocannabi-­‐

noide	
  -­‐la	
  OEA-­‐	
  previene	
  las	
  alteraciones	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  las	
  malformaciones	
  neuronales	
  y	
  

la	
  muerte	
  neuronal	
  en	
  el	
  cerebelo	
  de	
  animales	
  mutantes.	
  Por	
  tanto,	
  el	
  sistema	
  endocannabi-­‐

noide	
   parece	
   desempeñar	
   un	
   papel	
  muy	
   importante	
   en	
   el	
   progreso	
   de	
   procesos	
   de	
  muerte	
  

neuronal,	
  aunque	
  no	
  todos	
  sus	
  elementos	
  parecen	
  tener	
  la	
  misma	
  relevancia.	
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Teniendo	
  en	
  cuenta	
   los	
  objetivos	
  planteados	
  en	
  la	
  presente	
  Tesis	
  Doctoral,	
  así	
  como	
  los	
  

resultados	
  obtenidos	
  y	
  su	
  discusión	
  posterior,	
  hemos	
  llegado	
  a	
  las	
  siguientes	
  conclusiones:	
  

I.   El	
  exceso	
  de	
  poliglutamilación	
  en	
  los	
  microtúbulos	
  afecta	
  a	
  su	
  dinámica	
  y	
  a	
  su	
  estruc-­‐

tura,	
  probablemente	
  por	
  la	
  unión	
  de	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  los	
  microtúbulos,	
  haciéndo-­‐

los	
  más	
  inestables.	
  

II.   La	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  influye	
  en	
  el	
  desarrollo	
  normal	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Purki-­‐

nje	
  y	
  en	
  el	
  desarrollo	
  morfológico	
  y	
  funcional	
  del	
  cerebelo.	
  

III.   Las	
  alteraciones	
  cerebelosas	
  en	
  el	
  PCD	
  afectan	
  de	
  manera	
  progresiva	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  

elementos	
   del	
   sistema	
   endocannabinoide.	
   Asimismo,	
   ese	
   conjunto	
   de	
   alteraciones	
  

modifica	
  no	
  sólo	
  el	
  comportamiento	
  motor,	
  sino	
  también	
  procesos	
  cognitivos	
  y	
  afecti-­‐

vos.	
  

IV.   La	
  administración	
  de	
  OEA	
  promueve	
  la	
  estabilidad	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
   lo	
  que	
  se	
  tra-­‐

duce	
  en	
  una	
  recuperación	
  de	
  las	
  alteraciones	
  morfológicas	
  y	
  en	
  una	
  neuroprotección	
  

en	
  el	
  proceso	
  degenerativo	
  que	
  tiene	
  lugar	
  en	
  el	
  cerebelo	
  del	
  mutante	
  PCD.	
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INTRODUCTION	
  
Historically,	
   the	
   cerebellum	
   has	
   been	
   associated	
  mainly	
   with	
  motor	
   control	
   (Ito,	
   2002;	
  

Glickstein	
  et	
  al.,	
  2009).	
  However,	
  different	
  authors	
  have	
  reported	
  a	
  relationship	
  between	
  cer-­‐

ebellar	
   function	
   and	
  both	
   cognitive	
   and	
  affective	
  processes	
   (Schmahmann	
   y	
   Sherman,	
   1998;	
  

Schmahmann	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Tavano	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Hoppenbrouwers	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Strick	
  et	
  al.,	
  2009;	
  

Tsai	
   et	
  al.,	
   2012;	
   Sudarov,	
   2013).	
   Also,	
   clinical	
   evidence	
   of	
   cerebellar	
   activation	
   during	
   non-­‐

motor	
  tasks	
  has	
  been	
  also	
  demonstrated	
  (Piven	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Allen	
  et	
  al.,	
  1997,	
  2004;	
  Allen	
  and	
  

Courchesne,	
  2003;	
  Fatemi	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Moreover,	
  some	
  psychiatric	
  disorders	
  such	
  as	
  autism,	
  

schizophrenia	
   or	
   Niemann-­‐Pick	
   disease	
   have	
   been	
   linked	
   to	
   cerebellar	
   impairments	
   (Arm-­‐

strong,	
  2001;	
   Joseph	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Walkley	
  and	
  Suzuki,	
  2004;	
  Bauman	
  and	
  Kemper,	
  2005;	
  An-­‐

dreasen	
  and	
  Pierson,	
  2008).	
  Despite	
  the	
  increasing	
  weight	
  of	
  the	
  evidence,	
  the	
  role	
  of	
  the	
  cer-­‐

ebellum	
  in	
  cognitive	
  and	
  affective	
  processes	
  is	
  not	
  still	
  widely	
  accepted	
  (Glickstein	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

In	
  this	
  sense,	
  regardless	
  of	
  all	
  data	
  supporting	
  this	
  hypothesis	
  it	
  has	
  been	
  noticed	
  that	
  not	
  all	
  

subjects	
   diagnosed	
   with	
   those	
   psychiatric	
   disorders	
   related	
   to	
   cerebellar	
   impairment	
   have	
  

been	
   observed	
   to	
   exhibit	
   cerebellar	
   alterations	
   (Daum	
   and	
  Ackermann,	
   1995;	
   Timmann	
   and	
  

Daum,	
   2010).	
   Moreover,	
   in	
   animal	
   models	
   single-­‐synapsis	
   alterations	
   of	
   Purkinje	
   cell	
   (PCs)	
  

inputs	
  have	
  no	
  effect	
  on	
  non-­‐motor	
  tasks	
   (Galliano	
  et	
  al.,	
  2013).	
  By	
  contrast,	
  specific	
  genetic	
  

alterations	
   of	
   PCs	
   induce	
   their	
   degeneration	
   and	
   autism-­‐like	
   behaviour	
   in	
   mice	
   (Tsai	
   et	
  al.,	
  

2012).	
  	
  

The	
   endocannabinoid	
   system	
   has	
   been	
   shown	
   to	
   be	
   essential	
   for	
   cerebellar	
   function	
  

(Casu	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Carey	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Cannabinoid	
  receptors	
  types	
  1	
  (CB1)	
  are	
  known	
  to	
  be	
  the	
  

most	
  widely	
  expressed	
  G-­‐protein-­‐coupled	
  receptor	
  in	
  this	
  structure	
  (Kawamura	
  et	
  al.,	
  2006).	
  In	
  

other	
   brain	
   areas,	
   CB1	
   receptors	
   are	
   essential	
   during	
   neuronal	
   migration	
   and	
   development	
  

(Fride,	
  2008),	
  but	
  their	
  role	
  in	
  cerebellar	
  development	
  is	
  still	
  unknown.	
  Furthermore,	
  endocan-­‐

nabinoid	
  receptors	
  other	
  than	
  CB1	
  have	
  been	
  related	
  to	
  different	
  functions.	
  In	
  this	
  sense,	
  CB2	
  

and	
  peroxisome	
  proliferator-­‐activated	
  receptors	
  type	
  α	
  (PPARα)	
  modulate	
  neuronal	
  death	
  and	
  

neuroinflammatory	
   responses	
   (Genovese	
   et	
  al.,	
   2005;	
   Benito	
   et	
  al.,	
   2008).	
   Specifically,	
   the	
  

endogenous	
  PPARα	
  agonist	
  oleoylethanolamide	
   (OEA)	
  prevents	
  neuronal	
  death	
  and	
  neuroin-­‐

flammation	
   in	
   animal	
  models	
   of	
   neurodegeneration	
   (Galán-­‐Rodríguez	
   et	
  al.,	
   2009;	
  González-­‐

Aparicio	
  et	
  al.,	
  2014;	
  González-­‐Aparicio	
  and	
  Moratalla,	
  2014).	
  	
  

The	
  cytoskeleton	
  is	
  the	
  basis	
  of	
  cellular	
  shape	
  and	
  is	
  composed	
  of	
  microfilaments,	
   inter-­‐

mediate	
   filaments,	
   and	
  microtubules.	
  Microtubules	
   are	
   essential	
   for	
   normal	
   neuronal	
   devel-­‐
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opment	
   and	
   function,	
   changing	
   their	
   structure	
   and	
   dynamics	
   during	
   cell	
   development	
   and	
  

maturation.	
  Nevertheless,	
  the	
  effect	
  and	
  function	
  of	
  these	
  structural	
  and	
  dynamic	
  changes	
  of	
  

microtubules	
   are	
   still	
   not	
   well	
   understood.	
   Microtubular	
   alterations	
   have	
   been	
   reported	
   to	
  

underlie	
   different	
   psychiatric	
   diseases	
   (Andrieux	
   et	
  al.,	
   2002;	
   Maussion	
   et	
  al.,	
   2008;	
   Brown	
  

et	
  al.,	
  2014).	
  However,	
  their	
  possible	
  relationship	
  with	
  cerebellar-­‐related	
  psychiatric	
  disorders	
  

remain	
  to	
  be	
  elucidated.	
  In	
  this	
  sense,	
  the	
  Ccp1/Nna1	
  gene	
  has	
  recently	
  been	
  demonstrated	
  to	
  

encode	
  an	
  enzyme	
  responsible	
  for	
  the	
  de-­‐polyglutamylation	
  of	
  microtubules	
  (Rogowski	
  et	
  al.,	
  

2010).	
   In	
  fact,	
   the	
  PCD	
  (Purkinje	
  cell	
  degeneration)	
  mouse	
  bears	
  a	
  mutation	
   in	
  this	
  gene	
  that	
  

induces	
   a	
   postnatal	
   and	
   selective	
   degeneration	
   of	
   the	
   PCs	
   of	
   the	
   cerebellum,	
   among	
   other	
  

neuronal	
  populations	
  (Fernández-­‐González	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Wang	
  and	
  Morgan,	
  2007;	
  Chakrabarti	
  

et	
  al.,	
   2008;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
   2011a,	
  2011b).	
   This	
   cerebellar	
  degeneration	
  has	
  been	
   character-­‐

ized	
  previously	
  and	
  can	
  be	
  divided	
  into	
  two	
  different	
  stages:	
  1)	
  a	
  pre-­‐neurodegenerative	
  pro-­‐

cess,	
  with	
  cytological	
  and	
  nuclear	
  alterations	
  in	
  PCs	
  from	
  postnatal	
  day	
  15	
  (P15)	
  to	
  P18;	
  and	
  2)	
  

a	
  degenerative	
  process,	
  from	
  P18	
  to	
  P45,	
   in	
  which	
  all	
  PCs	
  die	
  (Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a,	
  2011b).	
  

Interestingly,	
  at	
  P30	
  -­‐when	
  most	
  PCs	
  have	
  been	
  lost-­‐	
  no	
  other	
  structure	
  is	
  affected	
  (Wang	
  and	
  

Morgan,	
  2007).	
  Thus,	
  the	
  PCD	
  mutant	
  mouse	
  represents	
  a	
  very	
  good	
  model	
  to	
  study	
  the	
  influ-­‐

ence	
  of	
  the	
  progressive	
  cerebellar	
  defects	
  in	
  both	
  motor	
  and	
  non-­‐motor	
  tasks	
  based	
  on	
  micro-­‐

tubular	
  defects.	
   This	
   approach	
  would	
   allow	
  possible	
  differences	
   in	
  PCD	
  behaviour	
   related	
   to	
  

different	
  cerebellar	
  defects	
  along	
  cerebellar	
  development	
  to	
  be	
  understood.	
  	
  

HYPOTHESIS	
  AND	
  OBJECTIVES	
  
The	
  hypothesis	
  of	
  the	
  present	
  Doctoral	
  Thesis	
  is	
  that	
  “The	
  pcd	
  mutation	
  produces	
  struc-­‐

tural	
   alterations	
   in	
   PCs	
   that	
   affect	
   the	
   behaviour	
   of	
   PCD	
  mice,	
   the	
   endocannabinoid	
   system	
  

playing	
  an	
  essential	
  role	
  in	
  PC	
  development	
  and	
  death	
  in	
  such	
  mice”.	
  	
  

The	
  main	
  objective	
  of	
  this	
  Doctoral	
  Thesis	
  is	
  to	
  study	
  how	
  the	
  different	
  stages	
  of	
  the	
  cer-­‐

ebellar	
  disorder	
  in	
  PCD	
  mice	
  affect	
  cognitive	
  and	
  affective	
  processes,	
  placing	
  special	
  emphasis	
  

on	
  the	
  endocannabinoid	
  system.	
  Further,	
  because	
  microtubular	
  alterations	
  are	
  the	
  basis	
  of	
  the	
  

pcd	
  mutation,	
  another	
  aim	
   is	
   to	
  understand	
  the	
  effect	
  of	
   increased	
  polyglutamylation	
  on	
  mi-­‐

crotubule	
  dynamics	
  and	
  structure.	
  Finally,	
  in	
  order	
  to	
  gain	
  a	
  better	
  understanding	
  of	
  the	
  rela-­‐

tionship	
  of	
  these	
  cerebellar	
  alterations	
  with	
  the	
  endocannabinoid	
  system,	
  we	
  shall	
  administer	
  

the	
  PPARα	
  agonist	
  OEA	
  as	
  a	
  putative	
  neuroprotective	
  substance,	
  and	
  we	
  shall	
  analyse	
   its	
  ef-­‐

fects	
  on	
  the	
  development	
  of	
  the	
  cerebellar	
  disorder	
  and	
  microtubule	
  dynamics.	
  

	
  



Summary	
  

93	
  
	
  

Thus,	
  the	
  specific	
  objectives	
  of	
  the	
  present	
  Doctoral	
  Thesis	
  are:	
  

I.   To	
   study	
   the	
  neuronal	
   plastic	
   changes	
  during	
   the	
  postnatal	
   development	
  of	
   the	
  PCD	
  

mouse.	
  

I.a   To	
  study	
  the	
  effect	
  of	
  the	
  pcd	
  mutation	
  on	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  structure.	
  

I.b   To	
  analyse	
   the	
  expression	
  of	
   the	
  endocannabinoid	
   system	
  along	
  postnatal	
   cere-­‐

bellar	
  development	
  of	
  the	
  PCD	
  mouse.	
  

I.c   To	
  study	
  the	
  impact	
  of	
  the	
  progression	
  of	
  cerebellar	
  alterations	
  on	
  PCD	
  behaviour.	
  

II.   To	
  study	
  the	
  effect	
  of	
  the	
  endocannabinoid	
  agonist	
  OEA	
  on	
  cerebellar	
  plasticity	
  in	
  the	
  

PCD	
  mouse.	
  

II.a   To	
  analyse	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  on	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  structure.	
  

II.b   To	
  investigate	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  on	
  cerebellar	
  degeneration	
  in	
  PCD	
  mice.	
  

MATERIAL	
  AND	
  METHODS	
  	
  

Animals	
  
Infant	
  and	
  juvenile	
  mice	
  from	
  the	
  C57/DBA	
  strain	
  were	
  employed	
  (The	
  Jackson	
  Laborato-­‐

ry,	
  Bar	
  Harbor,	
  Maine,	
  USA),	
  both	
  wild	
   type	
   (WT)	
  and	
  PCD.	
   The	
  animals	
  were	
  housed	
  under	
  

conditions	
   of	
   constant	
   room	
   temperature	
   and	
   humidity,	
   with	
   a	
   light/dark	
   period	
   of	
   12/12	
  

hours,	
  and	
  were	
  fed	
  ad	
  libitum	
  at	
  the	
  animal	
  facilities	
  of	
  the	
  University	
  of	
  Salamanca.	
  The	
  ani-­‐

mals	
  were	
  divided	
  according	
  to	
  their	
  genotype	
  (WT	
  or	
  PCD)	
  and	
  the	
  age	
  of	
  study.	
  For	
  immuno-­‐

histological	
  analyses,	
  the	
  ages	
  employed	
  were:	
  P7,	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  and	
  P30	
  (10	
  groups,	
  n=4	
  per	
  

group),	
  while	
  for	
  behavioural	
  analyses	
  they	
  were	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  and	
  P30	
  (8	
  groups,	
  n=8-­‐9	
  per	
  

group).	
  

All	
  animals	
  were	
  housed,	
  handled	
  and	
  sacrificed	
  according	
  to	
  the	
  guidelines	
  established	
  

by	
   European	
   (2010/63/UE)	
   and	
   Spanish	
   (RD53/2013,	
   Law	
  32/2007)	
   legislation.	
   The	
  Bioethics	
  

Committee	
  of	
  the	
  University	
  of	
  Salamanca	
  approved	
  all	
  procedures.	
  

Mouse	
  genotyping	
  
Since	
  PCD	
  animals	
  are	
  not	
  fertile,	
  mice	
  heterozygous	
  for	
  the	
  PCD	
  mutation	
  (+/pcd)	
  were	
  

mated,	
   and	
  new-­‐born	
  mice	
  were	
   genotyped	
  as	
  described	
  previously	
   (Baltanás	
   et	
  al.,	
   2011a).	
  

Briefly,	
  DNA	
  was	
  extracted	
  from	
  a	
  tail	
  sample	
  of	
  the	
  mouse,	
  after	
  which	
  a	
  PCR	
  was	
  carried	
  out	
  

for	
   two	
  microsatellites	
   of	
   the	
  Nna1	
   gene	
   (D13Mit250	
   and	
  D13Mit283),	
  which	
   is	
   defective	
   in	
  

PCD	
  mice.	
  Since	
  these	
  microsatellites	
  have	
  different	
  molecular	
  weights	
  for	
  the	
  mutant	
  and	
  wild	
  



Summary	
  

	
  
	
  

type	
   alleles,	
   they	
  were	
   separated	
   by	
   electrophoresis	
   in	
   3%	
   (w/v)	
   agarose	
   gel	
   to	
   identify	
   the	
  

genotype	
  of	
  the	
  animals.	
  

Tissue	
  extraction	
  and	
  preparation	
  
The	
   animals	
  were	
   anesthetized	
  with	
   a	
   5%	
  w/v	
  mixture	
   of	
   chloral	
   hydrate	
   in	
   0.9%	
  NaCl	
  

(w/v).	
  Tissue	
   fixation	
  was	
  carried	
  out	
  with	
  Somogyi's	
   fixative	
  without	
  glutaraldehyde	
   (5	
  ml/g	
  

body	
  weight).	
   The,	
   they	
   were	
   perfused	
   intracardially	
   with	
   0.9%	
   NaCl	
   before	
   the	
   infusion	
   of	
  

Somogyi's	
   fixative.	
   After	
   perfusion,	
   brains	
   were	
   post-­‐fixed	
   for	
   2	
   hours	
   in	
   the	
   same	
   fixative.	
  

Then,	
  tissue	
  was	
  washed	
  in	
  0.1	
  M	
  phosphate	
  buffer,	
  pH	
  7.3,	
  and	
  immersed	
  in	
  30%	
  sucrose	
  in	
  

PB	
  (w/v)	
  overnight.	
  Cerebella	
  were	
  sectioned	
  sagittally	
  at	
  30	
  µm	
  thick	
  on	
  a	
  freezing	
  microtome	
  

(Leica	
  Jung	
  SM	
  2000,	
  Nussloch,	
  Germany)	
  and	
  washed	
  in	
  phosphate	
  buffer,	
  pH	
  7.3.	
  	
  

Immunofluorescence	
  
For	
   immunofluorescence,	
   sections	
   from	
   the	
   cerebellar	
   vermis	
   were	
   employed.	
   Free-­‐

floating	
  sections	
  were	
  incubated	
  with	
  the	
  primary	
  antibodies	
  at	
  4	
  oC	
  for	
  72	
  h.	
  The	
  incubation	
  

medium	
  was	
  made	
   up	
   of	
   0.1%	
   Triton	
   X-­‐100	
   (w/v),	
   10%	
   serum	
   (v/v),	
   and	
   the	
   corresponding	
  

antibodies	
   diluted	
   in	
   PBS.	
   The	
   antibodies	
   employed	
   were	
   mouse	
   anti-­‐calbindin	
   (Cb-­‐300k	
  

1:1.000;	
   Swant,	
   Switzerland),	
   rabbit	
   anti-­‐PPARα	
   (1:100;	
   Pierce	
   antibodies,	
   Rockford,	
   IL	
  USA),	
  

guinea	
  pig	
  anti-­‐CB1	
  (1:1.000;	
  Frontier	
  Institute,	
  Hokkaido,	
  Japan),	
  goat	
  anti-­‐CB2	
  (1:500,	
  Santa	
  

Cruz	
  Biotechnology,	
  Dallas,	
  TX	
  USA),	
  and	
  mouse	
  anti-­‐S100	
  (1:500,	
  Sigma-­‐Aldrich,	
  St.	
  Louis,	
  MO,	
  

USA).	
  Appropriate	
  secondary	
  antibodies	
  conjugated	
  with	
  Cy2,	
  Cy3	
  or	
  Cy5	
   (1:500;	
   Jackson	
  La-­‐

boratories,	
  West	
  Grove,	
  PA,	
  USA)	
  were	
  used	
  to	
  reveal	
  the	
  primary	
  antibodies.	
  Finally,	
  sections	
  

were	
  counter-­‐stained	
  with	
  DAPI	
  (1:30.000;	
  Sigma	
  Aldrich)	
  to	
  identify	
  all	
  the	
  nuclei.	
  	
  

Terminal	
  Deoxynucleotidyl	
  Transferase-­‐‑Mediated	
  Fluorescein	
  dUTP	
  

Nick-­‐‑End	
  Labelling	
  (TUNEL)	
  detection	
  
To	
  study	
  apoptosis	
  along	
  cerebellar	
  development	
  and	
  cerebellar	
  degeneration	
  the	
  TUNEL	
  

technique	
  was	
  employed	
  as	
  previously	
  described	
  (Díaz	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Baltanás	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Brief-­‐

ly,	
  after	
  washing	
  in	
  PBS	
  (3	
  x	
  10	
  min),	
  tissue	
  sections	
  were	
  incubated	
  in	
  a	
  solution	
  of	
  0.2%	
  Triton	
  

X-­‐100	
  (v/v)	
  and	
  0.1%	
  sodium-­‐citrate	
  (v/v).	
  Then,	
  sections	
  were	
  washed	
  in	
  PBS	
  (5	
  x	
  10	
  min)	
  and	
  

incubated	
  with	
   the	
   TUNEL	
   reaction	
   buffer	
   containing	
   terminal	
   transferase	
   (800	
  U/ml;	
   Roche	
  

Diagnostics,	
  Mannheim,	
  Germany)	
   and	
   biotinylated	
   dUTP	
   (1	
   μM;	
   Roche	
  Diagnostics).	
   To	
   de-­‐

termine	
  that	
  apoptotic	
  cells	
  were	
  also	
  neurons,	
  the	
  TUNEL	
  technique	
  was	
  combined	
  with	
  im-­‐

munohistochemistry	
   against	
   NeuN.	
   After	
   the	
   procedures	
   for	
   the	
   TUNEL	
   technique,	
   sections	
  

were	
   incubated	
  with	
  NeuN	
   antibody	
   (1:8.000;	
  Merck	
  Millipore,	
  Darmstadt,	
  Germany)	
   as	
   de-­‐
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scribed	
  above.	
  Finally,	
  both	
  techniques	
  (TUNEL	
  and	
  immunohistochemistry)	
  were	
  revealed	
  by	
  

using	
  Cy2-­‐streptavidin	
  and	
  Cy3-­‐secondary	
  antibodies,	
  respectively.	
  

Quantification	
  of	
  the	
  endocannabinoid	
  receptors	
  
Quantification	
   of	
   endocannabinoid	
   receptors	
  was	
   carried	
   out	
   in	
   sagittal	
   sections	
   of	
   the	
  

vermis.	
  Four	
  sections	
  from	
  each	
  animal	
  were	
  employed	
  to	
  obtain	
  the	
  mean	
  value.	
  Regarding	
  

PPARα	
  receptor	
  expression,	
  the	
  percentage	
  of	
  PCs	
  containing	
  these	
  receptors	
  was	
  determined.	
  

To	
  avoid	
  biases	
  as	
  much	
  as	
  possible,	
  only	
   those	
  PCs	
  with	
  a	
  noticeable	
  nucleus	
   (labelled	
  with	
  

DAPI)	
  were	
  taken	
  into	
  account.	
  CB1	
  and	
  CB2	
  receptors	
  were	
  analysed	
  qualitatively	
  because	
  of	
  

their	
  diffuse	
  expression	
  in	
  the	
  cerebellum.	
  

Morphological	
  analysis	
  of	
  PCs	
  
Morphological	
  analysis	
  of	
  PCs	
  was	
  made	
  in	
  sections	
  immunostained	
  for	
  calbindin	
  at	
  ages	
  

of	
   P7,	
   P15,	
   P17,	
   P22	
   and	
   P30.	
   The	
  morphological	
   parameters	
   studied	
  were	
   selected	
   on	
   the	
  

basis	
  on	
  previous	
  works	
  and	
  their	
  importance	
  for	
  PCs	
  function	
  (Donald	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Fujishima	
  

et	
  al.,	
  2012):	
  1)	
  the	
  length	
  and	
  width	
  of	
  the	
  main	
  dendrite,	
  2)	
  the	
  length	
  of	
  the	
  dendritic	
  arbour	
  

of	
  PCs,	
  and	
  3)	
  the	
  area	
  of	
  the	
  soma.	
  All	
  morphological	
  analyses	
  were	
  carried	
  out	
  with	
  the	
  Neu-­‐

rolucida	
   (MBF	
   Bioscience,	
   Williston,	
   Vermont,	
   USA)	
   and	
   ImageJ	
   software,	
   as	
   previously	
   de-­‐

scribed	
  (Donald	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

Behavioural	
  analyses	
  
Behavioural	
  analyses	
  were	
  performed	
  at	
  P15,	
  P17,	
  P22	
  and	
  P30	
  to	
  assess	
  the	
  influence	
  of	
  

both	
  the	
  pre-­‐neurodegenerative	
  (P15-­‐P18)	
  and	
  neurodegenerative	
  (P18-­‐P30)	
  processes	
  of	
  the	
  

PCs	
   of	
   PCD	
  mice	
   in	
   social	
   and	
   cognitive	
   behaviour.	
   All	
   devices	
   employed	
  were	
   cleaned	
  with	
  

96%	
  ethanol	
  before	
  and	
  after	
  each	
  session.	
  

The	
  rota-­‐rod	
  test	
  was	
  used	
  to	
  characterize	
  motor	
  coordination.	
  It	
  was	
  performed	
  as	
  pre-­‐

viously	
  described	
  (Muñoz-­‐Castañeda	
  et	
  al.,	
  2013),	
  with	
  an	
  acceleration	
  of	
  0.6	
  rpm/s,	
  from	
  4	
  to	
  

40	
  rpm,	
  in	
  10	
  minutes.	
  

	
  The	
  home-­‐cage	
  behaviour	
  analysis	
  was	
  employed	
  to	
  characterize	
  the	
  general	
  behaviour	
  

of	
  the	
  animals	
   in	
  a	
  non-­‐stressing	
  environment.	
  Briefly,	
  the	
  animals	
  were	
  placed	
  in	
  the	
  home-­‐

cage	
  for	
  10	
  minutes	
  each	
  day,	
  allowing	
  them	
  to	
  explore	
  it	
  and	
  become	
  habituated.	
  Following	
  

this,	
  animals	
  were	
  recorded	
  for	
  10	
  minutes	
  to	
  analyse	
  the	
  following	
  parameters	
  manually:	
  1)	
  

time	
  of	
  grooming,	
  as	
  an	
  indicator	
  of	
  stereotyped	
  behaviour;	
  2)	
  time	
  of	
  rearing,	
  to	
  analyse	
  envi-­‐

ronmental	
  exploratory	
  behaviour	
  and	
  3)	
  time	
  of	
  walking,	
  to	
  analyse	
  the	
  general	
  movements	
  of	
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the	
  mice.	
  Each	
  animal	
  was	
  assigned	
  to	
  an	
   individual	
  home-­‐cage,	
   thus	
  avoiding	
  possible	
   influ-­‐

ences	
  due	
  to	
  the	
  odour	
  of	
  the	
  other	
  animals.	
  

The	
  novel	
  object	
  recognition	
  test	
   (NOR	
  test)	
  was	
  used	
  to	
  analyse	
  recognition	
  memory.	
  It	
  

was	
  performed	
  in	
  the	
  same	
  home-­‐cage	
  as	
  the	
  home-­‐cage	
  behaviour	
  analysis,	
  thus	
  ensuring	
  the	
  

animals’	
  habituation	
  to	
  the	
  device.	
  On	
  the	
  first	
  day	
  (P15)	
  the	
  animals	
  were	
  placed	
  in	
  the	
  home-­‐

cage	
  with	
  two	
  identical	
  objects	
  (A-­‐A)	
  for	
  ten	
  minutes.	
  Then,	
  on	
  each	
  session	
  day	
  animals	
  were	
  

placed	
  in	
  the	
  home-­‐cage	
  with	
  the	
  familiar	
  object	
  (A)	
  and	
  a	
  new	
  object	
  each	
  day	
  (B	
  for	
  P17,	
  C	
  

for	
  22	
  and	
  D	
  for	
  P30).	
  The	
  objects	
  were	
  placed	
  in	
  opposite	
  corners	
  of	
  the	
  cage,	
  and	
  the	
  posi-­‐

tion	
  of	
   the	
   familiar	
   and	
   the	
  new	
  object	
  was	
  balanced	
  within	
  groups	
   to	
  avoid	
  biases	
  deriving	
  

from	
   the	
   possible	
   preferences	
   of	
   the	
   animals.	
   The	
   percentage	
   of	
   time	
   spent	
   by	
   the	
  mice	
   in	
  

interacting	
  with	
  each	
  object	
  was	
  measured	
  for	
  each	
  animal	
  at	
  each	
  age.	
  	
  

The	
  social	
  preference	
  test	
  was	
  performed	
  in	
  a	
  white	
  Plexiglas®	
  box	
  (50	
  x	
  29	
  cm)	
  divided	
  

into	
   three	
  compartments	
   (16.67	
  x	
  29	
   cm),	
  as	
  previously	
  described	
   (Crawley,	
  2004;	
  Panksepp	
  

and	
  Lahvis,	
  2007;	
  Silverman	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Briefly,	
  on	
  each	
  test	
  day	
  the	
  animals	
  were	
  placed	
  in	
  

the	
  central	
  compartment	
  of	
  the	
  arena	
  and	
  were	
  allowed	
  to	
  explore	
  the	
  device	
  for	
  10	
  minutes.	
  

Then,	
  animals	
  were	
  removed	
  from	
  the	
  device	
  and	
  a	
  mouse	
  was	
  placed	
  in	
  one	
  lateral	
  segment	
  

of	
  the	
  device	
  and	
  an	
  object	
  in	
  the	
  other	
  one,	
  both	
  the	
  mouse	
  and	
  object	
  inside	
  a	
  barred	
  pencil	
  

holder.	
   To	
  avoid	
  possible	
  biases	
  deriving	
   from	
   room	
  preference,	
   the	
  place	
  of	
   the	
  object	
   and	
  

the	
  intruder	
  was	
  balanced	
  within	
  groups.	
  The	
  percentage	
  of	
  time	
  spent	
  by	
  the	
  animals	
  in	
  each	
  

lateral	
   room	
  and	
   exploring	
   each	
   pencil	
   holder	
  was	
   analysed	
   as	
   an	
   indicator	
   of	
   social	
   prefer-­‐

ence.	
  

Cell	
  culture	
  and	
  transfection	
  
For	
   in	
   vitro	
   analysis	
   of	
   microtubules,	
   WT	
   and	
   CCP1-­‐KO	
   mouse	
   embryonic	
   fibroblasts	
  

(MEFs;	
  three	
  different	
  embryos	
  for	
  each	
  genotype)	
  were	
  employed.	
  The	
  latter	
  were	
  employed	
  

as	
  model	
  of	
  PCD	
  microtubules	
  (Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010).	
  MEFs	
  were	
  prepared	
  as	
  previously	
  de-­‐

scribed	
  (Erck	
  et	
  al.,	
  2005).	
  For	
  transfection,	
  MEF	
  Nucleofector	
  kits	
  were	
  employed	
  (Amaxa	
  Bio-­‐

systems),	
   with	
   GFP-­‐EB3	
   (provided	
   by	
   N.	
   Galjart,	
   Erasmus	
   Medical	
   Center,	
   Rotterdam,	
   The	
  

Netherlands)	
   and	
   m-­‐cherry	
   α-­‐tubulin	
   (provided	
   by	
   F.	
   Saudou,	
   Institut	
   Curie,	
   Paris,	
   France)	
  

plasmids.	
  GFP-­‐EB3	
  transfection	
  was	
  employed	
  to	
  visualize	
  microtubules	
  (+)-­‐end,	
  and	
  m-­‐cherry	
  

α-­‐tubulin	
  to	
  visualize	
  the	
  entire	
  microtubules.	
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Video	
  microscopy	
  	
  
Time-­‐lapse	
  videos	
  of	
  transfected	
  MEFs	
  were	
  captured	
  with	
  an	
  inverted	
  microscope	
  (Axio-­‐

vert	
  200M;	
  Carl	
  Zeiss,	
  Inc.)	
  and	
  a	
  100×	
  NA	
  1.3	
  Plan-­‐Neofluar	
  oil	
  objective	
  controlled	
  automati-­‐

cally	
  by	
  MetaMorph	
  software	
   (MDS	
  Analytical	
  Technologies).	
   Images	
  were	
  taken	
  every	
   three	
  

seconds	
  over	
  5	
  minutes.	
  All	
   fluorescent	
   images	
  were	
   captured	
  with	
  a	
   charge-­‐coupled	
  device	
  

camera	
  (CoolSNAP	
  HQ;	
  Roper	
  Scientific).	
  	
  

Microtubules	
  dynamics	
  and	
  structure	
  analysis	
  
To	
   study	
   microtubule	
   dynamics,	
   the	
   plusTipTracker	
   software	
   (Matov	
   et	
  al.,	
   2010)	
   was	
  

used	
  to	
  analyse	
  GFP-­‐EB3	
  time-­‐lapse	
  video	
  images.	
  We	
  first	
  adjusted	
  the	
  accuracy	
  of	
  GFP-­‐EB3	
  

comet	
  detection	
  and	
  analysed	
  the	
  following	
  parameters:	
  growth	
  and	
  shrinking	
  speed,	
  growth	
  

and	
  shrinking	
  mean	
  length,	
  percentage	
  of	
  time	
  in	
  pause,	
  growing	
  and	
  shrinking,	
  distribution	
  of	
  

microtubules	
  based	
  on	
  their	
  speed	
  and	
   length	
  (slow	
  and	
  short,	
  slow	
  and	
   long,	
   fast	
  and	
  short	
  

and	
   fast	
   and	
   long),	
   frequency	
   of	
   catastrophes	
   (changes	
   from	
   growing	
   to	
   shrinking)	
   and	
   fre-­‐

quency	
   of	
   rescues	
   (changes	
   from	
   shrinking	
   to	
   growing).	
   Parameters	
   were	
   chosen	
   based	
   on	
  

previous	
  studies	
  (Peris	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Matov	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Applegate	
  et	
  al.,	
  2011).	
  To	
  ensure	
  the	
  

accuracy	
  of	
   the	
   analyses	
  we	
   compared	
   the	
   growing	
   speed	
  data	
  obtained	
  both	
   automatically	
  

and	
  manually.	
  

Microtubule	
   curvature	
   analysis	
   was	
   carried	
   out	
   with	
   the	
   images	
   obtained	
   in	
   the	
   time-­‐

lapse	
  video	
  for	
  m-­‐cherry	
  α-­‐tubulin.	
  In	
  all	
  cases	
  the	
  first	
  image	
  of	
  each	
  video	
  was	
  used	
  to	
  ana-­‐

lyse	
   the	
  curvature.	
  Moreover,	
  with	
   the	
  GFP-­‐EB3	
   labelling	
   it	
  was	
  possible	
   to	
  obtain	
   the	
  maxi-­‐

mum	
  projection	
  of	
   the	
  entire	
   time-­‐lapse	
  video,	
  allowing	
  us	
   to	
   reconstruct	
   the	
   trajectories	
  of	
  

the	
   comets,	
  whose	
   curvature	
  was	
   also	
   analysed.	
   In	
   sum,	
   the	
   curvature	
   of	
  microtubules	
  was	
  

analysed	
  both	
  in	
  a	
  static	
  way	
  and	
  according	
  to	
  their	
  trajectory	
  of	
  movement.	
  	
  

Curvature	
   was	
   analysed	
   with	
   self-­‐written	
   software	
   for	
   the	
   Mathematica	
   program	
   lan-­‐

guage	
   (Wolfram	
  Research	
  Europe,	
  U.K.).	
  We	
   first	
  obtained	
  the	
  equation	
  of	
  each	
  microtubule	
  

with	
  a	
  spline	
  cubic	
  interpolation.	
  Then,	
  the	
  general	
  formula	
  of	
  curvature	
  was	
  used	
  to	
  analyse	
  

the	
  curvature	
  of	
  each	
  microtubule:	
  

	
  

	
  

where	
  

𝑘 =
𝑥´𝑦´´ − 𝑦´𝑥´´
(𝑥´/ + 𝑦´/)2 /3
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𝑥´ = $%
$&
	
  ,	
  	
  𝑥´´ = $'%

$&'
	
  ,	
  𝑦´ = $)

$&
	
  ,	
  	
  𝑦´´ = $')

$&'
	
  ,	
  	
   	
  

i.e.,	
  the	
  first	
  (𝑥´, 𝑦´)	
  and	
  second	
  (𝑥´´, 𝑦´´)	
  derivatives	
  at	
  each	
  point	
  𝑡	
  of	
  the	
  function	
  obtained	
  
from	
  the	
  spline	
  cubic	
  interpolation.	
  

OEA	
  administration	
  
For	
  in	
  vivo	
  analysis,	
  the	
  OEA	
  solution,	
  it	
  was	
  freshly	
  prepared	
  each	
  day	
  of	
  administration.	
  

It	
  was	
   first	
   diluted	
   in	
   ethanol	
   100%	
   and	
   thereafter	
   reduced	
  with	
   distilled	
  water	
   to	
   the	
   final	
  

dilution.	
  OEA	
  was	
  administered	
  i.p.	
  at	
  doses	
  of	
  1,	
  5	
  and	
  10	
  mg/kg.	
  Furthermore,	
  three	
  different	
  

treatments	
  were	
  used:	
  1)	
  continuous	
  administration	
  from	
  P7	
  to	
  P21,	
  2)	
  acute	
  administration	
  at	
  

P14	
  and	
  3)	
  acute	
  administration	
  at	
  P16.	
  Thus,	
  nine	
  different	
  administrations	
  were	
  employed	
  

per	
  genotype	
  plus	
  the	
  control	
  groups	
  (administered	
  with	
  saline).	
  To	
  analyse	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  

on	
  PCD	
  postnatal	
  cerebellar	
  development	
  and	
  degeneration	
  all	
  animals	
  were	
  sacrificed	
  at	
  P30	
  

and	
  the	
  tissue	
  was	
  processed	
  as	
  described	
  above.	
  

For	
   in	
  vitro	
  analyses	
  of	
  OEA	
  on	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  structure,	
  OEA	
  was	
  diluted	
   in	
  

dimethyl-­‐sulphoxide	
  and	
  stored	
  at	
  -­‐80	
  oC	
  until	
  use.	
  It	
  was	
  administered	
  after	
  cell	
  transfection	
  

at	
  concentrations	
  of	
  0.1,	
  0.5	
  and	
  1.0	
  µM.	
  	
  

Statistical	
  analysis	
  
For	
  the	
  analysis	
  of	
  the	
  postnatal	
  cerebellar	
  development	
  of	
  the	
  PCD	
  mouse	
  a	
  Student´s	
  t-­‐

Test	
  was	
  performed.	
  For	
  histological	
  analysis,	
  parameters	
  of	
  both	
  genotypes	
  were	
  compared	
  

at	
  each	
  age.	
  For	
  behavioural	
  analysis,	
  the	
  same	
  statistical	
  test	
  was	
  employed.	
  The	
  behavioural	
  

parameters	
   analysed	
  and	
   the	
  different	
   confrontations	
  of	
   the	
   variables	
   are	
  described	
   in	
   each	
  

behavioural	
   procedure.	
   All	
   analyses	
   were	
   performed	
   with	
   SPSS	
   statistical	
   package	
   software	
  

(IBM,	
  NY,	
  USA).	
  

For	
   the	
   analysis	
   of	
  OEA	
  effect,	
   both	
   in	
   vivo	
   and	
   in	
   vitro,	
   an	
  ANOVA	
  was	
  performed	
   fol-­‐

lowed	
  by	
  the	
  Dunnett´s	
  C	
  post	
  hoc	
  analysis.	
  Thus,	
  each	
  group	
  was	
  confronted	
  with	
  the	
  control	
  

one.	
  Both	
  genotypes	
  were	
  analysed	
  separately	
  to	
  understand	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  independently.	
  	
  

RESULTS	
  

In	
  vitro	
  analysis	
  of	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  structure	
  	
  
Although	
  polyglutamylation	
  has	
  been	
  widely	
  suggested	
  to	
  influence	
  the	
  binding	
  of	
  micro-­‐

tubule-­‐associated	
  proteins,	
  its	
  effect	
  on	
  MTs	
  dynamics	
  has	
  never	
  been	
  studied.	
  To	
  accomplish	
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this	
  we	
  used	
  PCD	
  MEFs,	
  which	
  are	
  known	
  to	
  display	
  an	
  increase	
  in	
  polyglutamylated	
  MTs.	
  The	
  

results	
   obtained	
   revealed	
   that	
   the	
   parameters	
   affected	
   by	
  MTs	
   polyglutamylation	
   were	
   the	
  

growth	
  rate	
   (p<0.05)	
  and	
  catastrophe	
  frequency	
   (p<0.05),	
  both	
  being	
   increased	
   in	
  PCD	
  MEFs	
  

(Fig.	
  1).	
  Regarding	
  MT	
  curvature,	
  our	
  results	
  showed	
  that	
  PCD	
  MTs	
  had	
  an	
  increased	
  curvature	
  

(p<0.05;	
  Fig.	
  1).	
  Also,	
  the	
  curvature	
  of	
  MTs	
  trajectories	
  was	
  increased	
  in	
  PCD	
  MTs	
  (p<0.05;	
  Fig.	
  

1).	
  Thus,	
  it	
  seems	
  that	
  polyglutamylation	
  increase	
  the	
  instability	
  of	
  MTs,	
  also	
  influencing	
  their	
  

structure	
  and	
  movement.	
  

Effect	
  of	
  OEA	
  on	
  microtubules	
  dynamics	
  and	
  structure	
  
Previous	
  authors	
  have	
  demonstrated	
  that	
  OEA	
  administration	
  increases	
  the	
  expression	
  of	
  

microtubule-­‐associated	
   proteins	
   such	
   as	
   MAP2	
   and	
   GAP43	
   in	
   a	
   PPARα	
   dependent	
   manner	
  

(Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Our	
  results	
  also	
  showed	
  that	
  OEA	
  modifies	
  the	
  dynamics	
  and	
  struc-­‐

ture	
  of	
  microtubules.	
  With	
   respect	
   to	
  microtubule	
  dynamics,	
  OEA	
   increased	
   the	
   growth	
  and	
  

shrinking	
   rates	
   in	
   both	
   WT	
   (growth	
   rate,	
   p<0.05;	
   shrinking	
   rate,	
   p<0.05;	
   Fig.	
   2A)	
   and	
   PCD	
  

(growth	
   rate,	
  p<0.05;	
   shrinking	
   rate,	
  p<0.05;	
  Fig.	
   2B)	
  microtubules.	
  However,	
   the	
   concentra-­‐

tion	
  required	
  for	
  this	
  effect	
  to	
  be	
  exerted	
  was	
  higher	
  in	
  PCD	
  (1.0	
  µM)	
  than	
  in	
  WT	
  microtubules	
  

(0.5	
  µM).	
  Moreover,	
  the	
  mean	
  growth	
  and	
  shrinking	
  lengths	
  were	
  also	
  increased	
  in	
  both	
  geno-­‐

types,	
   and	
   with	
   the	
   same	
   concentrations	
   (see	
   Table	
   1).	
   WT	
   microtubules	
   underwent	
   a	
   de-­‐

crease	
  in	
  the	
  percentage	
  of	
  time	
  growing	
  (p<0.05)	
  and	
  an	
  increase	
  in	
  the	
  percentage	
  of	
  time	
  in	
  

pause	
   (p<0.05).	
  However,	
  no	
  effect	
  on	
   these	
  parameters	
  was	
   seen	
   in	
  PCD	
  microtubules	
   (see	
  

Table	
  1).	
  Moreover,	
  regarding	
  microtubule	
  structure,	
  OEA	
  decreased	
  PCD	
  microtubule	
  curva-­‐

ture	
  at	
  all	
  concentrations	
  employed	
  (OEA	
  0.1	
  µM,	
  p<0.05;	
  OEA	
  0.5	
  µM,	
  p<0.05;	
  OEA	
  1.0	
  µM,	
  

p<0.05,	
  Fig.	
  3).	
  By	
  contrast,	
  no	
  effect	
  was	
  seen	
  on	
  microtubule	
  trajectory	
  curvature	
  (Fig.	
  4).	
  

Thus,	
  OEA	
   seems	
   to	
  partially	
   stabilize	
  PCD	
  microtubules.	
  According	
   to	
  previous	
   studies,	
  

this	
   effect	
  may	
   derive	
   from	
   the	
   influence	
   of	
  OEA	
   on	
  microtubule-­‐associated	
   protein	
   expres-­‐

sion.	
  Furthermore,	
  the	
  OEA	
  concentration	
  required	
  for	
  both	
  WT	
  and	
  PCD	
  microtubules	
  to	
  be	
  

affected	
  was	
  greater	
   in	
   the	
   latter,	
   indicating	
  a	
  possible	
   relation	
  of	
  PCD	
  microtubule	
  architec-­‐

ture	
  with	
  MAP	
  binding.	
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Table	
  1:	
  Microtubules	
  dynamics	
  results	
  of	
  both	
  control	
  and	
  OEA	
  administered	
  WT	
  and	
  PCD	
  microtubules.	
  #	
  Differ-­‐
ences	
  between	
  control	
  WT	
  and	
  PCD	
  microtubules;	
  p<0.05.	
  *	
  Differences	
  derived	
  from	
  OEA	
  administration	
  for	
  each	
  
genotype;	
  p<0.05.	
  

	
   	
  

Morphological	
  changes	
  in	
  the	
  main	
  dendrite	
  of	
  PCs	
  begin	
  during	
  the	
  

pre-­‐‑neurodegenerative	
  process	
  
Previous	
   authors	
   have	
   identified	
   nuclear	
   changes	
   in	
   PCs	
   during	
   the	
   pre-­‐

neurodegenerative	
   process	
   of	
   the	
   PCD	
  mouse	
   (Baltanás	
   et	
  al.,	
   2011a).	
   Our	
   results	
   indicated	
  

that	
  the	
  morphological	
  changes	
  in	
  main	
  dendrite	
  width	
  (P15,	
  p<0.01;	
  P17,	
  p<0.01;	
  P30,	
  p<0.01)	
  

and	
  length	
  (P17,	
  p<0.05;	
  P22,	
  p<0.01;	
  P30,	
  p<0.01)	
  began	
  during	
  the	
  same	
  period,	
  revealing	
  a	
  

novel	
  pre-­‐neurodegenerative	
  marker	
  of	
  PCs	
  in	
  the	
  PCD	
  mouse	
  (Fig.	
  5).	
  By	
  contrast,	
  changes	
  in	
  

dendritic	
  arbour	
   length	
   (P22,	
  p<0.05;	
  P30,	
  p<0.05)	
  and	
  soma	
  area	
   (P22,	
  p<0.05;	
  P30,	
  p<0.01)	
  

were	
   restricted	
   to	
   the	
   degenerative	
   process	
   (Fig.	
   5).	
   Thus,	
  morphological	
   alterations	
   of	
   PCs	
  

increase	
  gradually	
  along	
  the	
  pre-­‐	
  and	
  neurodegenerative	
  processes	
  of	
  the	
  PCD	
  mouse.	
  

Effect	
  of	
  OEA	
  administration	
  on	
  PCs	
  morphology	
  
As	
  stated	
  above,	
  the	
  pcd	
  mutation	
  affects	
  PC	
  morphology	
  progressively.	
  Accordingly,	
  we	
  

also	
  analysed	
   the	
  effect	
  of	
  OEA	
  administration	
  on	
   this	
  progression.	
   In	
   this	
   sense,	
  our	
   results	
  

showed	
   that	
   continuous	
   administration	
   of	
   OEA	
   –from	
   P7	
   to	
   P21-­‐	
   prevented	
   morphological	
  

alterations	
  of	
  PCs	
  at	
  doses	
  of	
  5	
  and	
  10	
  mg/kg,	
  but	
  not	
  at	
  1	
  mg/kg	
  (Fig.	
  6).	
  Similarly,	
  OEA	
  admin-­‐

istration	
  at	
  P14	
  also	
  ameliorated	
  these	
  morphological	
  defects	
  with	
  doses	
  of	
  5	
  and	
  10	
  mg/kg,	
  

but	
  not	
  with	
  1	
  mg/kg	
   (Fig.	
   6).	
  However,	
  when	
  OEA	
  was	
   administered	
   at	
   P16,	
   i.e.	
   during	
   the	
  

pre-­‐neurodegenerative	
  process,	
  only	
  the	
  higher	
  dose	
  -­‐10	
  mg/kg-­‐	
  prevented	
  defects	
  in	
  PC	
  mor-­‐

phology	
  (Fig.	
  6).	
  Thus,	
  OEA	
  administration	
  seems	
  to	
  exert	
  a	
  preventive	
  effect	
  on	
  PC	
  morpholo-­‐

	
  

	
    
  

WT   PCD	
  (CCP1	
  KO)	
  

Control   OEA	
  0.1   OEA	
  0.5   OEA	
  1.0   Control   OEA	
  0.1   OEA	
  0.5   OEA	
  1.0  

Growth  rate   10.62 ± 0.34 15.30 ± 1.56 * 16.55 ± 1.26 * 13.67 ± 0.92 14.20 ± 1.69 # 13.46 ± 0.81 15.95 ± 1.38 21.73 ± 2.64 * 

Shrinking  rate   16.24 ± 1.67 23.46 ± 4.28 29.61 ± 2.34 * 23.30 ± 1.69 21.90 ± 2.51 14.41 ± 4.95 26.77 ± 2.73 38.34 ± 4.78 * 

Growth  length   2.66 ± 0.10 3.15 ± 0.19 3.81 ± 0.26 * 3.29 ± 0.24 2.72 ± 0.14 2.68 ± 0.10 2.72 ± 0.12 3.58 ± 0.33 * 

Shrinking  
length   1.73 ± 0.18 2.18 ± 0.37 3.15 ± 0.31 * 2.76 ± 0.26 * 1.81 ± 0.15 1.15 ± 0.37 2.03 ± 0.14 3.19 ± 0.57 * 

Catastrophe  
frequency   0.09 ± 0.01 0.10 ± 0.02 0.10 ± 0.00 0.10 ± 0.01 0.15 ± 0.02 # 0.07 ± 0.03 0.15 ± 0.02 0.14 ± 0.02 

%  Growing   92.05 ± 0.65 89.21 ± 1.10 88.47 ± 0.75 * 89.01 ±1.18  91.20 ± 1.25 90.79 ± 1.31 90.81 ± 0.57 88.21 ± 1.02 

%  Shrinking   7.67 ± 0.63 10.46 ± 1.04 11.05 ± 0.08 10.64 ± 1.11 8.59 ± 1.19 9.13 ± 1.28 8.96 ± 0.50 11.41 ± 0.95 

%  Pause   0.28 ± 0.07 0.33 ± 0.09 0.48 ± 0.68 * 0.35 ± 0.09 0.22 ± 0.10 0.08 ± 0.03 0.23 ± 0.11 0.37 ± 0.10 
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gy	
  only	
  when	
  it	
  is	
  administered	
  prior	
  to	
  the	
  beginning	
  of	
  cerebellar	
  alterations,	
  this	
  effect	
  be-­‐

ing	
  milder	
  when	
  it	
  is	
  administered	
  after	
  them	
  (see	
  Table	
  2).	
  

	
  

Table	
  2:	
  Effect	
  of	
  OEA	
  administration	
  at	
  different	
  doses	
  on	
  PCs	
  morphology	
  in	
  PCD	
  mice.	
  *,	
  p<0.05;	
  **p<0.01.	
  

	
  

TUNEL	
  analysis	
  revealed	
  a	
  general	
  neuronal	
  death	
  in	
  the	
  cerebellum	
  of	
  

PCD	
  mice	
  
Our	
  results	
  comparing	
  both	
  genotypes	
  indicated	
  that	
  PCs	
  began	
  to	
  die	
  from	
  P22	
  onwards,	
  

resulting	
   in	
   a	
   neurodegenerative	
   process	
   (P22,	
   p<0.01;	
   P30,	
   p<0.01;	
   Fig.	
   7;	
   (Baltanás	
   et	
  al.,	
  

2011a,	
  2013).	
  Surprisingly,	
  we	
  observed	
  that	
  the	
  degenerative	
  process	
  was	
  not	
  only	
  restricted	
  

to	
   PCs,	
   other	
   cell	
   populations	
   of	
   the	
   cerebellum	
   also	
   being	
   affected	
   (Fig.	
   7).	
   Thus,	
   neuronal	
  

death	
  (TUNEL-­‐positive	
  cells)	
  in	
  both	
  the	
  molecular	
  layer	
  (P22,	
  p<0.05;	
  P30,	
  p<0.05)	
  and	
  granu-­‐

lar	
  layer	
  (P22,	
  p<0.01;	
  P30,	
  p<0.01)	
  occurred	
  during	
  the	
  neurodegenerative	
  process.	
  The	
  neu-­‐

ronal	
  nature	
  of	
  apoptotic	
  cells	
  in	
  the	
  three	
  cerebellar	
  layers	
  was	
  confirmed	
  with	
  TUNEL/NeuN	
  

co-­‐localization	
   (Fig.	
   7).	
   Conversely,	
   during	
  pre-­‐neurodegeneration	
  no	
  differences	
   in	
  neuronal	
  

death	
  were	
  found	
  between	
  genotypes.	
  

OEA	
  administration	
  prevents	
  PCs	
  death	
  
One	
  of	
  the	
  main	
  objectives	
  of	
  the	
  present	
  study	
  was	
  to	
  analyse	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  admin-­‐

istration	
  on	
  the	
  neurodegenerative	
  process	
  of	
  PCs	
  in	
  the	
  PCD	
  mouse.	
  Our	
  results	
  showed	
  that	
  

continuous	
  administration	
  of	
  OEA	
  had	
  a	
  preventive	
  effect	
  on	
  PC	
  death	
  at	
  a	
  dose	
  of	
  5	
  mg/kg,	
  

but	
  not	
  with	
  the	
  lower	
  and	
  the	
  higher	
  doses,	
  i.e.	
  1	
  and	
  10	
  mg/kg.	
  Moreover,	
  administration	
  at	
  

P14	
  ameliorated	
  this	
  degeneration,	
  but	
  only	
  with	
  a	
  dose	
  of	
  10	
  mg/kg.	
  However,	
  when	
  OEA	
  was	
  

administered	
  at	
  P16	
  –when	
  pre-­‐neurodegeneration	
  had	
  already	
  started-­‐	
  the	
  treatment	
  had	
  no	
  

effect	
   on	
  PC	
  death	
   (Fig.	
   8).	
   Thus,	
   it	
   seems	
   that	
  OEA	
  administration	
  prevents	
   PCs	
  death	
  only	
  

when	
  it	
  is	
  administered	
  prior	
  to	
  the	
  beginning	
  of	
  the	
  cerebellar	
  defects.	
  	
  

	
  

	
    
   PCD   OEA	
  P7-­‐P21   OEA	
  P14	
   OEA	
  P16	
  

Control   1	
  mg/kg   5	
  mg/kg   10	
  mg/kg   1	
  mg/kg   5	
  mg/kg   10	
  mg/kg   1	
  mg/kg   5	
  mg/kg   10	
  mg/kg  
Main	
  dendrite	
  width   1.97	
  ±	
  0.31	
   2.41	
  ±0	
  .10	
   3.06	
  ±	
  0.30	
   3.56	
  ±0	
  .32	
   2.38	
  ±0	
  .22	
   2.40	
  ±0	
  .10	
   3.53	
  ±0	
  .32	
   2.38	
  ±0	
  .12	
   2.77	
  ±0	
  .51	
   3.61	
  ±0	
  .32	
  

Main	
  dendrite	
  length   21.12	
  ±	
  2.38	
   24.39	
  ±	
  2.66	
   29.50	
  ±	
  3.31	
   33.31	
  ±	
  2.37	
   23.39	
  ±	
  2.15	
   28.58	
  ±	
  1.54	
   35.31	
  ±	
  2.37	
   23.83	
  ±	
  1.37	
   25.84	
  ±	
  2.14	
   32.31	
  ±	
  2.37	
  

Soma	
  size   71.80	
  ±	
  13.11	
   82.07	
  ±	
  31.40	
   107.56	
  ±	
  .23	
   135.79	
  ±	
  9.85	
   93.96	
  ±	
  .00	
   111.25	
  ±	
  22.90	
   144.83	
  ±	
  5.53	
   86.57	
  ±	
  3.43	
   87.89	
  ±	
  27.85	
   145.04	
  ±	
  13.58	
  

Dendritic	
  arbour	
  length   84.59	
  ±	
  10.74	
   87.80	
  ±	
  11.02	
   91.80	
  ±	
  9.33	
   105.05	
  ±	
  5.11	
   91.02	
  ±	
  12.88	
   99.54	
  ±	
  7.31	
   104.98	
  ±	
  5.04	
   90.27	
  ±	
  4.08	
   100.04	
  ±	
  4.02	
   96.50	
  ±	
  7.33	
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Changes	
  in	
  the	
  endocannabinoid	
  receptors	
  expression	
  during	
  both	
  pre-­‐‑	
  

and	
  neurodegenerative	
  processes	
  
Changes	
  in	
  cannabinoid	
  receptors	
  were	
  detected	
  during	
  both	
  the	
  pre-­‐neurodegenerative	
  

and	
  the	
  degenerative	
  processes.	
  PPARα	
  receptors	
  were	
  mainly	
  detected	
  in	
  the	
  nucleus	
  of	
  the	
  

different	
  neural	
  populations	
  of	
  the	
  cerebellum	
  in	
  both	
  genotypes.	
  Also,	
  the	
  percentage	
  of	
  PCs	
  

expressing	
  PPARα	
  receptors	
  increased	
  in	
  the	
  PCD	
  mouse	
  at	
  the	
  same	
  time	
  that	
  as	
  the	
  morpho-­‐

logical	
   changes	
   in	
   dendrites	
   appeared	
   (P15,	
  p<0.01;	
   P17,	
  p<0.01;	
   P22,	
  p<0.01;	
   P30,	
  p<0.01).	
  

Regarding	
  CB1	
   receptors,	
   their	
   expression	
  was	
   similar	
   in	
  both	
  genotypes	
   (Fig.	
   9).	
  At	
  P7,	
  CB1	
  

receptors	
  were	
  expressed	
  only	
   in	
   the	
  ML	
  of	
   the	
  cerebellum.	
   In	
  addition	
   to	
   this	
  expression	
   in	
  

the	
  ML,	
  CB1	
  receptors	
  were	
  also	
  detected	
  around	
  the	
  soma	
  and	
  the	
  initial	
  segment	
  of	
  the	
  axon	
  

of	
  PCs	
  in	
  both	
  WT	
  and	
  PCD	
  mice	
  from	
  P15	
  to	
  P30	
  (Fig.	
  9).	
  CB2	
  receptor	
  expression	
  co-­‐localized	
  

in	
  the	
  cerebellum	
  with	
  glial	
  cells,	
  i.e.	
  with	
  S100-­‐positive	
  cells.	
  In	
  this	
  sense,	
  Bergmann	
  glial	
  pro-­‐

cesses	
   in	
   the	
  ML	
   are	
   the	
  main	
   cell	
   type	
   expressing	
   CB2	
   receptors	
   (Fig.	
   10).	
   Contrary	
   to	
   CB1	
  

receptors,	
  an	
   increase	
   in	
  the	
  expression	
  of	
  CB2	
  receptor	
  expression	
  was	
  detected	
   in	
  the	
  PCD	
  

mice	
  during	
  the	
  neurodegenerative	
  process	
  (P22,	
  p<0.01;	
  P30,	
  p<0.01),	
  and	
  the	
  expression	
  of	
  

PPARα	
  receptors	
  seemed	
  to	
  increase	
  as	
  a	
  result	
  of	
  the	
  pre-­‐neurodegenerative	
  process	
  and	
  CB2	
  

receptors	
  as	
  a	
  result	
  of	
  the	
  neurodegenerative	
  process.	
  

OEA	
  administration	
  changes	
  endocannabinoid	
  receptors	
  expression	
  
OEA	
  administration	
  changed	
   the	
  expression	
  of	
   the	
  different	
  endocannabinoid	
   receptors	
  

in	
   different	
   ways.	
   In	
   this	
   sense,	
   the	
   percentage	
   of	
   PCs	
   expressing	
   PPARα	
   receptors	
   was	
   in-­‐

creased	
  with	
  doses	
  of	
  5	
  and	
  10	
  mg/kg,	
  and	
  was	
   independent	
  of	
  the	
  type	
  of	
  administration	
  –

from	
  P7	
  to	
  P21,	
  at	
  P14	
  or	
  at	
  P16-­‐.	
  Moreover,	
  this	
  effect	
  on	
  the	
  expression	
  of	
  PPARα	
  receptors	
  

was	
  seen	
  in	
  both	
  WT	
  and	
  PCD	
  mice	
  (Fig.	
  11).	
  By	
  contrast,	
  OEA	
  administration	
  did	
  not	
  affect	
  the	
  

expression	
  of	
  either	
  CB1	
  or	
  CB2	
  receptors	
  in	
  any	
  genotype.	
  	
  

Motor	
  coordination	
  is	
  only	
  affected	
  during	
  the	
  neurodegenerative	
  

process	
  
The	
  motor	
  performance	
  of	
   the	
  PCD	
  mouse	
  was	
  only	
  altered	
  during	
   the	
  neurodegenera-­‐

tive	
  process,	
  i.e.	
  at	
  P22	
  (p<0.05)	
  and	
  P30	
  (p<0.05;	
  Fig.	
  12).	
  Thus,	
  progressive	
  PC	
  death,	
  but	
  not	
  

changes	
  in	
  PC	
  morphology,	
  seems	
  to	
  be	
  responsible	
  for	
  the	
  observed	
  alterations	
  in	
  motor	
  co-­‐

ordination,	
  at	
  least	
  in	
  PCD	
  mice.	
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Home-­‐‑cage	
  behaviour	
  is	
  altered	
  in	
  PCD	
  mice	
  before	
  PCs	
  death	
  
The	
   results	
   of	
   the	
   home-­‐cage	
   behaviour	
   tests	
   failed	
   to	
   reveal	
   any	
   differences	
   between	
  

groups	
   in	
  the	
  time	
  the	
  animals	
  spent	
  walking	
  at	
  all	
  developmental	
  stages,	
   indicating	
  that	
  the	
  

pcd	
   mutation	
   does	
   not	
   affect	
   general	
  movement.	
   Regarding	
   grooming	
   behaviour,	
   no	
   differ-­‐

ences	
  were	
  found	
  during	
  the	
  pre-­‐neurodegenerative	
  process	
  (Fig.	
  12).	
  However,	
  a	
  decrease	
  in	
  

the	
  number	
  of	
  grooming	
  events	
  was	
  found	
  during	
  the	
  degenerative	
  process	
  of	
  the	
  PCD	
  mutant	
  

mice	
   (P22,	
  p<0.05;	
  P30.	
  p<0.05).	
  Conversely,	
   environmental	
   exploratory	
  behaviour	
   -­‐rearings-­‐	
  

was	
   also	
   reduced	
   in	
   the	
   PCD	
   mutant	
   mice	
   during	
   both	
   the	
   pre-­‐neurodegenerative	
   (P15,	
  

p<0.05;	
  P17,	
  p<0.05)	
  and	
  the	
  neurodegenerative	
  (P30,	
  p<0.05)	
  processes.	
  Surprisingly,	
  at	
  P22	
  

no	
  changes	
  in	
  exploratory	
  behaviour	
  were	
  observed	
  in	
  the	
  PCD	
  mice	
  (p>0.05).	
  	
  

Long-­‐‑term	
  memory	
  is	
  only	
  affected	
  in	
  late	
  degenerative	
  stages	
  
The	
  novel	
  object-­‐recognition	
  test	
  showed	
  that	
  the	
  WT	
  mice	
  spent	
  a	
  greater	
  percentage	
  of	
  

time	
   exploring	
   new	
   objects	
   than	
   familiar	
   ones,	
   indicating	
   normal	
  memory	
   recognition	
   (P17,	
  

p<0.05;	
  P22,	
  p<0.01;	
  P30,	
  p<0.01).	
  Similarly,	
  PCD	
  mice	
  also	
  spent	
  a	
  greater	
  percentage	
  of	
  time	
  

exploring	
  the	
  new	
  instead	
  of	
  familiar	
  objects	
  from	
  P15	
  to	
  P22	
  (P17,	
  p<0.05;	
  P22,	
  p<0.01).	
  How-­‐

ever,	
  at	
  P30	
  no	
  differences	
  were	
  detected	
  in	
  the	
  percentage	
  of	
  time	
  spent	
  exploring	
  both	
  ob-­‐

jects,	
  suggesting	
  deficits	
  in	
  object	
  memory	
  recognition	
  in	
  the	
  PCD	
  mice	
  at	
  this	
  age	
  (Fig.	
  13).	
  

To	
  avoid	
  biases	
  deriving	
  from	
  the	
  motor	
  alterations	
  in	
  the	
  PCD	
  mice,	
  the	
  number	
  of	
  visits	
  

to	
  both	
  objects	
  and	
  the	
  mean	
  time	
  spent	
  exploring	
  each	
  object	
  per	
  visit	
  were	
  analysed	
  on	
  P30.	
  

Regarding	
  the	
  number	
  of	
  visits,	
  the	
  results	
  did	
  not	
  show	
  differences	
  between	
  genotypes	
  (Fig.	
  

13).	
   Concerning	
   the	
  mean	
   time	
   elapsed	
   exploring	
   each	
   object	
   per	
   visit,	
   the	
  WT	
  mice	
   spent	
  

more	
  time	
  exploring	
  the	
  new	
  object	
  with	
  respect	
  to	
  the	
  familiar	
  one	
  (p<0.05).	
  By	
  contrast,	
  the	
  

PCD	
  mice	
  showed	
  no	
  differences	
  in	
  the	
  mean	
  time	
  spent	
  exploring	
  both	
  objects.	
  These	
  results	
  

corroborated	
  the	
  alteration	
  in	
  long-­‐term	
  memory,	
  thus	
  ruling	
  out	
  any	
  influence	
  of	
  PCD	
  motor	
  

impairments	
  (Fig.	
  13).	
  

Social	
  preference	
  is	
  affected	
  in	
  PCD	
  mice	
  as	
  a	
  result	
  of	
  cerebellar	
  

degeneration	
  
The	
  results	
  of	
   the	
  social	
  preference	
  test	
   revealed	
  a	
  higher	
  percentage	
  of	
   time	
  spent	
  ex-­‐

ploring	
  the	
  intruder	
  room	
  (with	
  an	
  animal)	
  than	
  the	
  other	
  one	
  (with	
  an	
  object)	
  in	
  the	
  WT	
  mice	
  

from	
  P15	
  to	
  P30	
   (P15,	
  p<0.05;	
  P17,	
  p<0.05;	
  P22,	
  p<0.01;	
  P30,	
  p<0.01;	
  Fig.	
  14).	
  However,	
   the	
  

PCD	
  mice	
  spent	
  the	
  same	
  percentage	
  of	
  time	
  exploring	
  both	
  the	
  intruder	
  and	
  the	
  object	
  rooms	
  

at	
   all	
   ages	
   (Fig.	
   14).	
   Thus,	
   cerebellar	
   alterations	
   during	
   the	
   pre-­‐neurodegenerative	
   process	
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seem	
   to	
   be	
   sufficient	
   to	
   induce	
   social	
   deficits,	
   and	
   these	
   latter	
   can	
   also	
   be	
   extended	
   to	
   the	
  

degenerative	
  process.	
  

In	
  sum,	
  behavioural	
  analyses	
  of	
  the	
  PCD	
  mice	
  strongly	
  suggested	
  a	
  close	
  relationship	
  be-­‐

tween	
   cerebellar	
   function	
   and	
   cognition.	
  Moreover,	
   cerebellar	
   alterations	
   affected	
   cognitive	
  

and	
  affective	
  tasks	
  progressively.	
  	
  

OEA	
  administration	
  did	
  not	
  affect	
  motor	
  behaviour	
  in	
  PCD	
  mice	
  
Taking	
   into	
  account	
   the	
   results	
  obtained	
  during	
   the	
  present	
  work	
   for	
  a	
  Doctoral	
  Thesis,	
  

OEA	
   seems	
   to	
  prevent	
   histological	
   changes	
   in	
   PCD	
  mutant	
  mice.	
   Thus,	
   one	
  objective	
  was	
   to	
  

analyse	
  the	
  effect	
  of	
  its	
  administration	
  on	
  motor	
  behaviour.	
  The	
  results	
  showed	
  that	
  OEA	
  did	
  

not	
   affect	
  motor	
   coordination,	
   as	
  measured	
  with	
   the	
   rota-­‐rod	
   test,	
   at	
   any	
  of	
   the	
  doses	
   em-­‐

ployed	
  (Fig.	
  15).	
  Thus,	
  the	
  preventive	
  effect	
  observed	
  both	
  in	
  microtubules	
  and	
  cerebellar	
  his-­‐

tology	
  was	
  not	
  reflected	
  in	
  an	
  improvement	
  in	
  motor	
  coordination.	
  	
  

DISCUSSION	
  
During	
  last	
  decades	
  cerebellar	
  function	
  has	
  been	
  redefined	
  on	
  the	
  basis	
  of	
  both	
  preclini-­‐

cal	
  and	
  clinical	
  studies:	
  from	
  the	
  idea	
  of	
  an	
  exclusive	
  motor	
  control	
  function,	
  currently	
  the	
  cer-­‐

ebellum	
   is	
   starting	
   to	
   be	
   considered	
   an	
   essential	
   structure	
   for	
   both	
   cognitive	
   and	
   affective	
  

coordination	
   (Schmahmann,	
   2000;	
   Glickstein	
   et	
  al.,	
   2009).	
   However,	
   some	
   inconsistencies	
   in	
  

the	
  results	
  obtained	
  by	
  different	
  authors	
  have	
  led	
  some	
  researchers	
  to	
  question	
  these	
  “new”	
  

cerebellar	
   functions.	
  Different	
  psychiatric	
  disorders	
  have	
  been	
   related	
   to	
   impairments	
  of	
   the	
  

cerebellum,	
  but	
   cerebellar	
  defects	
  have	
  not	
  been	
   found	
   in	
  all	
  patients	
  diagnosed	
  with	
   these	
  

psychiatric	
  disorders	
  (Daum	
  and	
  Ackermann,	
  1995;	
  Timmann	
  and	
  Daum,	
  2010).	
  Likewise,	
  not	
  

all	
  authors	
  working	
  with	
  animal	
  models	
  with	
  cerebellar	
  disorders	
  have	
  reported	
  similar	
  results	
  

(Biran	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Tsai	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Galliano	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Accordingly,	
  in	
  order	
  to	
  have	
  a	
  clear-­‐

er	
   idea	
  about	
  cerebellar	
   involvement	
   in	
  a	
  specific	
   type	
  of	
  behaviour,	
  we	
  should	
  take	
   into	
  ac-­‐

count	
  that	
  the	
  different	
  models	
  employed	
  in	
  these	
  studies	
  feature	
  different	
  cerebellar	
  altera-­‐

tions,	
  ranging	
  from	
  single	
  synaptic	
  modifications	
  to	
  defects	
  throughout	
  the	
  cerebellum.	
  

We	
   characterized	
   the	
   effect	
   of	
   a	
  microtubular	
   alteration	
   in	
   the	
   cerebellum	
   in	
   a	
  mouse	
  

model	
  with	
  cerebellar	
  degeneration.	
  In	
  this	
  sense,	
  we	
  analysed	
  the	
  animals’	
  behaviour	
  prior	
  to	
  

PC	
   death,	
  when	
   pathological	
   changes	
  within	
   these	
   neurons	
   have	
   been	
   described,	
   as	
  well	
   as	
  

when	
  the	
  PCs	
  disappeared.	
  This	
  holistic	
  approach	
  has	
  allowed	
  us	
  to	
  establish	
  a	
  temporal	
  rela-­‐
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tionship	
  between	
  the	
  cerebellar	
  abnormalities	
  found	
  in	
  PCD	
  mice	
  and	
  their	
  influence	
  on	
  cogni-­‐

tive	
  and	
  affective	
  processes,	
  all	
  based	
  on	
  microtubular	
  dynamics	
  and	
  structural	
  alterations.	
  

To	
  facilitate	
  an	
  understanding	
  of	
  the	
  results,	
  we	
  shall	
  discuss	
  the	
  influence	
  of	
  microtubule	
  

alterations	
  on	
  PCD	
  mouse	
  development	
  and	
  then	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  administration	
  on	
  devel-­‐

opment.	
  

pcd	
  mutation	
  increase	
  MTs	
  instability	
  but	
  not	
  early	
  cerebellar	
  

structure	
  
First,	
  we	
  studied	
  the	
  effect	
  of	
  the	
  pcd	
  mutation	
  on	
  MTs	
  dynamics	
  and	
  structure.	
  Although	
  

previous	
  results	
  had	
  already	
  demonstrated	
  that	
  this	
  mutation	
  increases	
  MT	
  polyglutamylation	
  

(Rogowski	
  et	
  al.,	
  2010),	
  we	
  observed	
  for	
  the	
  first	
  time	
  that	
  this	
   increase	
   in	
  polyglutamylation	
  

affected	
  MT	
  stability	
  and	
  structure.	
  Interestingly,	
  the	
  expression	
  of	
  the	
  CCP1	
  enzyme	
  is	
  elevat-­‐

ed	
  at	
  P15	
  in	
  the	
  cerebellum	
  of	
  WT	
  mice	
  (Baltanás	
  et	
  al.,	
  2011a),	
  i.e.	
  at	
  the	
  beginning	
  of	
  the	
  pre-­‐

neurodegenerative	
   process	
   in	
   the	
   PCD	
   mouse	
   (Baltanás	
   et	
  al.,	
   2011b).	
   Thus,	
   MTs	
   polyglu-­‐

tamylation	
   seems	
   to	
   be	
   essential	
   during	
   cerebellar	
   development,	
   a	
   reduction	
   of	
   this	
   post-­‐

translational	
  change	
  being	
  necessary	
  at	
  the	
  end	
  of	
  neuronal	
  growth.	
  In	
  this	
  sense,	
  it	
  is	
  known	
  

that	
  MTs	
  at	
  the	
  growth	
  cones	
  are	
  more	
  unstable,	
  with	
  an	
  increase	
  in	
  the	
  frequency	
  of	
  catas-­‐

trophes	
  (Dent	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Moreover,	
  the	
  increased	
  curvature	
  of	
  MTs	
  observed	
  in	
  the	
  present	
  

work	
   is	
   consistent	
   with	
   the	
   observation	
   that	
   doublecortin	
   binds	
   preferably	
   to	
   curved	
   MTs	
  

(Bechstedt	
   et	
  al.,	
   2015),	
   this	
   neuroactive	
  molecule	
   being	
   essential	
   for	
   the	
   correct	
  migration	
  

and	
  growth	
  of	
  neurons	
  (Gleeson	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Bechstedt	
  and	
  Brouhard,	
  2012;	
  Fu	
  et	
  al.,	
  2013),	
  

Thus,	
   although	
   these	
   alterations	
   of	
  MTs	
   trigger	
   the	
   degeneration	
   of	
   the	
   cerebellum	
   in	
  

PCD,	
  they	
  may	
  be	
  essential	
  during	
  early	
  developmental	
  stages.	
  Our	
  results	
  demonstrated	
  that	
  

at	
  P7	
  there	
  were	
  no	
  differences	
  between	
  WT	
  and	
  PCD	
  mice	
  as	
  regards	
  any	
  of	
  the	
  parameters	
  

studied:	
  PC	
  morphology	
  was	
  not	
  affected	
  by	
  the	
  pcd	
  mutation	
  at	
  this	
  age,	
  and	
  the	
  expression	
  

of	
   endocannabinoid	
   receptors	
   did	
   not	
   differ	
   between	
   genotypes.	
   Thus,	
   it	
   can	
   be	
   confirmed	
  

that	
  our	
  mouse	
  model	
  developed	
  normally	
  during	
  the	
  first	
  perinatal	
  stages.	
  

Morphological	
  defects	
  of	
  PCs	
  influence	
  non-­‐‑motor	
  behaviour	
  
During	
   the	
   pre-­‐neurodegenerative	
   process,	
   both	
   cerebellar	
   and	
   behavioural	
   alterations	
  

were	
  found	
  (both	
  at	
  P15	
  and	
  P17).	
  Although	
  a	
  specific	
  alterations	
  of	
  PC	
  synaptic	
  inputs	
  do	
  not	
  

affect	
  non-­‐motor	
   tasks	
   (Galliano	
  et	
  al.,	
  2013),	
  our	
   results	
  demonstrate	
   for	
   the	
   first	
   time	
   that	
  

morphological	
  alterations	
  in	
  the	
  main	
  dendrite	
  of	
  PCs	
  occurs	
  simultaneously	
  to	
  defects	
   in	
  so-­‐

cial	
   and	
   environmental	
   exploratory	
   behaviour,	
  when	
   no	
  motor	
   alterations	
   had	
   yet	
   been	
   de-­‐
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tected.	
   Thus,	
   previous	
   studies	
   have	
   demonstrated	
   that	
   alterations	
   in	
   dendritic	
   morphology	
  

impact	
  the	
  electrophysiological	
  activity	
  of	
  neurons	
  (Krichmar	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Bekkers,	
  2011).	
  More	
  

precisely,	
   defects	
   in	
   PC	
   axial	
   resistance,	
   which	
   depends	
   on	
   dendritic	
   length	
   and	
   width,	
   has	
  

been	
   demonstrated	
   to	
   disrupt	
   synaptic	
   integration	
   in	
   PCs	
   (Bekkers,	
   2011).	
   Accordingly,	
   the	
  

ability	
  of	
  PCs	
  to	
  integrate	
  all	
  the	
  synaptic	
  information	
  received	
  would	
  be	
  compromised.	
  Conse-­‐

quently,	
  and	
  as	
  previously	
  hypothesized,	
  problems	
  in	
  the	
  ability	
  of	
  the	
  cerebellum	
  to	
  integrate	
  

and	
  coordinate	
  information	
  seems	
  to	
  lead	
  to	
  cognitive	
  dysmetria,	
  i.e.	
  the	
  inability	
  of	
  the	
  cere-­‐

bellum	
   to	
   coordinate	
   cognitive	
   information	
   and	
   make	
   adequate	
   responses	
   (Schmahmann,	
  

2000,	
  2001).	
   In	
  this	
  sense,	
  although	
  the	
  effect	
  of	
  PC	
  morphological	
  alterations	
  on	
  non-­‐motor	
  

behaviour	
  has	
  never	
  been	
  studied,	
  morphological	
  defects	
  in	
  PCs	
  in	
  different	
  psychiatric	
  disor-­‐

ders	
  have	
  been	
  described	
  recently	
  (Fatemi	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Mavroudis	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Sudarov,	
  2013).	
  

Regarding	
  endocannabinoid	
  receptors,	
  during	
  the	
  pre-­‐neurodegenerative	
  process	
  the	
  ex-­‐

pression	
  of	
  CB1	
  and	
  CB2	
  receptors	
  was	
  similar	
  in	
  both	
  genotypes:	
  from	
  P7	
  onwards	
  CB1	
  recep-­‐

tors	
  were	
  highly	
  expressed	
  in	
  the	
  ML.	
  Moreover,	
  as	
  from	
  P15	
  CB1	
  receptor	
  expression	
  reflect-­‐

ed	
   the	
   beginning	
   of	
   the	
   establishment	
   of	
   the	
   “Pinceaux	
   formation”,	
   as	
   previously	
   described	
  

(Buttermore	
  et	
  al.,	
  2012).	
  In	
  contrast,	
  in	
  both	
  genotypes	
  CB2	
  receptors	
  were	
  only	
  detected	
  in	
  

the	
  ML	
  from	
  P15	
  onwards.	
  Thus,	
  CB1	
  and	
  CB2	
  receptors	
  do	
  not	
  seem	
  to	
  have	
  any	
  influence	
  on	
  

the	
   social	
   defects	
   observed	
   in	
   PCD	
  mice	
   during	
   pre-­‐neurodegeneration.	
   By	
   contrast,	
   the	
   ex-­‐

pression	
   of	
   PPARα	
   receptors	
   was	
   increased	
   in	
   the	
   PCs	
   of	
   the	
   PCD	
  mutant	
  mice	
   during	
   pre-­‐

neurodegeneration,	
   apparently	
   reflecting	
   the	
   reaction	
   of	
   PCs	
   to	
   this	
   process.	
   In	
   agreement	
  

with	
   this	
   idea,	
   previous	
   authors	
   have	
   demonstrated	
   a	
   preventive	
   effect	
   of	
   PPARα	
   receptor	
  

agonists	
   on	
   neuronal	
   death	
   (Galán-­‐Rodríguez	
   et	
  al.,	
   2009;	
   González-­‐Aparicio	
   and	
  Moratalla,	
  

2014).	
  Moreover,	
   PPARα	
   receptor	
   KO	
  mice	
   show	
  an	
   increase	
   in	
   apoptotic	
   and	
   inflammatory	
  

processes	
   after	
   the	
   induction	
   of	
  mechanical	
   injury,	
   also	
   leading	
   to	
   an	
   increase	
   in	
   secondary	
  

damages	
   (Genovese	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Additionally,	
   recent	
   results	
  have	
  demonstrated	
   that	
  PPARα	
  

receptors	
  are	
  essential	
   in	
  hippocampal-­‐dependent	
   learning	
  and	
  memory	
   through	
   the	
   regula-­‐

tion	
   of	
   CREB	
   expression	
   (Roy	
   et	
  al.,	
   2013).	
   Accordingly,	
   although	
   the	
   possible	
   influence	
   of	
  

PPARα	
  receptors	
  on	
  cerebellar	
  function	
  has	
  still	
  not	
  been	
  elucidated,	
  we	
  cannot	
  discard	
  a	
  pos-­‐

sible	
  role	
  of	
  this	
  increased	
  expression	
  of	
  PPARα	
  receptors	
  in	
  the	
  behaviour	
  of	
  PCD	
  mice.	
  	
  

In	
  sum,	
  during	
  the	
  pre-­‐neurodegenerative	
  process	
  –when	
  no	
  motor	
  defects	
  are	
  detected-­‐	
  

morphological	
  alterations	
  of	
  PCs	
  affect	
  social	
  and	
  environmental	
  exploratory	
  behaviour	
  in	
  PCD	
  

mutant	
  mice.	
  Moreover,	
  these	
  structural	
  alterations	
  also	
  elicit	
  an	
  increase	
  in	
  PPARα	
  receptor	
  

expression	
  in	
  PCs,	
  with	
  an	
  unclear	
  influence	
  on	
  mouse	
  behaviour.	
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Progression	
  of	
  cerebellar	
  defects	
  affects	
  behavioural	
  tasks	
  

progressively	
  
Regarding	
   the	
   neurodegenerative	
   process,	
   neuronal	
   death	
   begins	
   to	
   be	
   apparent	
   along	
  

the	
  three	
  cerebellar	
  layers.	
  Previous	
  authors	
  have	
  assumed	
  that	
  granule	
  cell	
  death	
  is	
  residual	
  

and	
  delayed	
  over	
  time	
  with	
  respect	
  to	
  PC	
  loss	
  (Wang	
  and	
  Morgan,	
  2007).	
  However,	
  our	
  results	
  

show	
   that	
   PC	
   and	
   granule	
   cell	
   death	
   occurs	
   simultaneously.	
   Hence,	
   contrary	
   to	
   pre-­‐

neurodegeneration,	
  during	
  the	
  neurodegenerative	
  process	
  neural	
  populations	
  from	
  the	
  three	
  

cerebellar	
  layers	
  seem	
  to	
  be	
  affected	
  in	
  PCD	
  mice.	
  	
  

With	
  respect	
  to	
  morphological	
  alterations	
  of	
  PCs,	
  the	
  changes	
  in	
  the	
  length	
  and	
  width	
  of	
  

the	
  main	
  dendrite	
  persist	
  during	
  neurodegeneration.	
  Moreover,	
  along	
  this	
  process	
  the	
  lengths	
  

of	
   PC	
   somata	
   and	
   the	
   dendritic	
   arbour	
  were	
   also	
   reduced	
   in	
   comparison	
  with	
  WT	
   neurons.	
  

Similarly,	
   social	
   preference	
   and	
   environmental	
   exploratory	
   behaviour	
   also	
   persisted	
   during	
  

neurodegeneration	
   in	
   the	
   PCD	
  mice.	
  Moreover,	
   in	
   this	
   latter	
   stage	
   grooming	
   behaviour	
  was	
  

decreased	
   in	
   the	
  mice	
   in	
   comparison	
   to	
  WTs.	
   Although	
   this	
   behaviour	
   has	
   previously	
   been	
  

shown	
  to	
  be	
   increased	
   in	
  animal	
  models	
  of	
   specific	
  PC	
   loss	
   (Tsai	
  et	
  al.,	
  2012),	
  models	
  with	
  a	
  

more	
  general	
  alteration	
  of	
  the	
  cerebellum	
  have	
  been	
  described	
  to	
  show	
  a	
  decrease	
  in	
  groom-­‐

ing	
  behaviour	
  (Strazielle	
  and	
  Lalonde,	
  1998).	
   In	
  this	
  sense,	
  the	
  activity	
  of	
  granular	
  (Hartmann	
  

and	
  Bower,	
  2001)	
  and	
  Purkinje	
  cells	
  (Ghosh	
  et	
  al.,	
  2011)	
  are	
  known	
  to	
  increase	
  during	
  groom-­‐

ing	
  behaviour.	
  Thus,	
  this	
  behaviour	
  may	
  be	
  differentially	
  affected	
  by	
  isolated	
  alteration	
  of	
  PCs	
  

as	
  compared	
  with	
  general	
  defects	
  of	
  the	
  cerebellum.	
  	
  

Interestingly,	
  general	
  cerebellar	
  alteration	
  of	
  PCD	
  mice	
  disrupts	
  this	
  memory	
  recognition	
  

only	
  at	
  P30.	
  Although	
  previous	
  studies	
  have	
  failed	
  to	
  identify	
  memory	
  recognition	
  impairments	
  

related	
   to	
   the	
   cerebellum,	
   neuroimaging	
   studies	
   have	
   revealed	
   cerebellar	
   activation	
   during	
  

memory	
   tasks	
   (Cabeza	
   et	
  al.,	
   1997;	
  Weis	
   et	
  al.,	
   2004).	
  More	
   importantly,	
   this	
   activation	
   oc-­‐

curred	
  mainly	
  with	
  positive	
   recognitions	
  but	
  not	
  when	
  the	
  subjects	
   failed	
  on	
   the	
  recognition	
  

task	
  (Weis	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Thus,	
  general	
  neural	
  alterations	
  of	
  the	
  cerebellum	
  seem	
  to	
  be	
  neces-­‐

sary	
   to	
   affect	
  memory	
   recognition.	
   Although	
   previous	
   studies	
   with	
   animal	
  models	
   have	
   not	
  

indicated	
  defects	
  in	
  object	
  memory	
  recognition	
  related	
  to	
  the	
  cerebellum	
  (Tsai	
  et	
  al.,	
  2012),	
  in	
  

clinical	
   trials	
   memory	
   recognition	
   has	
   been	
   reported	
   to	
   activate	
   cerebellar	
   function	
   (Weis	
  

et	
  al.,	
  2004).	
  Thus,	
  a	
  global	
  alteration	
  of	
  the	
  cerebellum	
  is	
  possibly	
  needed	
  to	
  disrupt	
  memory	
  

recognition.	
  In	
  this	
  sense,	
  memory	
  recognition	
  is	
  only	
  affected	
  in	
  the	
  PCD	
  mouse	
  at	
  P30,	
  when	
  

there	
  are	
  only	
  a	
  few	
  PCs	
  remaining	
  in	
  the	
  lobe	
  X,	
  the	
  general	
  structure	
  of	
  the	
  cerebellum	
  being	
  

affected.	
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Finally,	
   the	
   alteration	
  of	
   the	
  endocannabinoid	
   system	
  during	
  neurodegeneration	
   varies,	
  

depending	
  on	
  the	
  receptor.	
  In	
  this	
  sense,	
  CB1	
  receptors	
  show	
  no	
  apparent	
  differences	
  in	
  their	
  

expression	
  in	
  PCD	
  mice	
  with	
  respect	
  to	
  WT	
  animals.	
  Curiously,	
  CB1	
  receptor	
  expression	
  in	
  the	
  

“Pinceaux	
  formation”	
  remains	
  unchanged,	
  despite	
  the	
  PC	
  defects,	
  indicating	
  a	
  high	
  stability	
  of	
  

these	
  synaptic	
  contacts.	
  By	
  contrast,	
  the	
  expression	
  of	
  CB2	
  receptors	
  was	
  increased	
  during	
  the	
  

neurodegenerative	
  process	
  in	
  the	
  PCD	
  mice.	
  CB2	
  receptors	
  are	
  mainly	
  expressed	
  in	
  cells	
  of	
  the	
  

immune	
   system,	
   and	
   can	
   therefore	
   be	
   associated	
  with	
   immunological	
   and	
   inflammatory	
   re-­‐

sponses	
  (Facci	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Onaivi,	
  2011).	
  In	
  the	
  central	
  nervous	
  system,	
  glial	
  cells	
  express	
  CB2	
  

receptors,	
  but	
   there	
   is	
  no	
  consensus	
  about	
   their	
  possible	
  expression	
   in	
  neurons	
   (Gong	
  et	
  al.,	
  

2006;	
  Onaivi,	
  2011).	
  Our	
  results	
  indicate	
  that	
  CB2	
  receptors	
  are	
  expressed	
  in	
  the	
  cerebellum	
  by	
  

Bergmann	
  glial	
  cells.	
  Taking	
  into	
  account	
  that	
  CB2	
  expression	
  is	
  increased	
  during	
  neurodegen-­‐

eration,	
  the	
  same	
  period	
  in	
  which	
  astroglial	
  activation	
  markers	
  have	
  been	
  seen	
  to	
  be	
  increased	
  

(Baltanás	
  et	
  al.,	
  2013),	
  the	
  expression	
  of	
  these	
  receptors	
  may	
  be	
  related	
  to	
  inflammatory	
  pro-­‐

cesses	
   in	
   the	
   central	
   nervous	
   system.	
   Finally,	
   PPARα	
   receptor	
   expression	
   in	
   PCs	
   is	
   still	
   in-­‐

creased	
  at	
  P22	
  in	
  PCD	
  mice,	
  but	
  not	
  at	
  P30.	
  As	
  indicated	
  above,	
  PPARα	
  receptors	
  seem	
  to	
  be	
  

related	
   to	
   a	
   preventive	
   effect	
   of	
   neuronal	
   damage	
   (Galán-­‐Rodríguez	
   et	
  al.,	
   2009;	
   González-­‐

Aparicio	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Thus,	
  once	
  PCs	
   loss	
   is	
  almost	
  complete	
  this	
   increased	
  expression	
   is	
  not	
  

necessary.	
  	
  

In	
   conclusion,	
   the	
   instability	
   of	
   the	
  MTs	
   of	
   PCD	
  mice	
   affects	
   PC	
  morphology	
   from	
   P15,	
  

when	
  PC	
  maturation	
  is	
  mainly	
  complete,	
  finally	
  producing	
  their	
  death	
  from	
  P18	
  onwards,	
  when	
  

PCs	
  are	
  remodelling	
  their	
  dendritic	
  arbour	
  and	
  synaptic	
  contacts.	
  Moreover,	
  during	
  the	
  neuro-­‐

degenerative	
   process	
   increasing	
   morphological	
   alterations	
   of	
   PCs	
   overlap	
   general	
   neuronal	
  

death.	
   These	
   alterations	
   affect	
   mouse	
   behaviour	
   more	
   deeply	
   than	
   during	
   pre-­‐

neurodegeneration.	
   Thus,	
   the	
   severity	
   of	
   cerebellar	
   defects	
   is	
   directly	
   proportional	
   to	
   their	
  

influence	
  on	
  non-­‐motor	
  tasks.	
  	
  

OEA	
  administration	
  prevents	
  cerebellar	
  alterations	
  in	
  the	
  PCD	
  mouse	
  
In	
   recent	
   years,	
   different	
   authors	
   have	
   reported	
   that	
   PPARα	
   agonists	
   reduce	
   neuronal	
  

death	
   and	
   neuroinflammation	
   in	
   pharmacological	
   models	
   of	
   neurodegeneration	
   (Galán-­‐

Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009;	
  González-­‐Aparicio	
  and	
  Moratalla,	
  2014).	
  We	
  have	
  also	
  seen	
  that	
  PPARα	
  

receptor	
   expression	
   is	
   influenced	
  by	
   the	
  progression	
  of	
   the	
  PCD	
  neurodegenerative	
  process.	
  

Thus,	
  one	
  of	
  the	
  objectives	
  of	
  the	
  present	
  Doctoral	
  Thesis	
  was	
  to	
  analyze	
  the	
  influence	
  of	
  the	
  

PPARα	
  agonist	
  OEA	
  on	
  microtubular	
  and	
  cerebellar	
  histological	
  changes	
  in	
  the	
  PCD	
  mouse.	
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We	
  have	
  demonstrated	
  that	
  the	
  pcd	
  mutation	
  influences	
  the	
  stability	
  and	
  structure	
  of	
  mi-­‐

crotubules,	
   rendering	
   them	
   similar	
   to	
   those	
   found	
   in	
   embryo	
   cells.	
   Previous	
   authors	
   have	
  

demonstrated	
   that	
   OEA	
   administration	
   increases	
   the	
   expression	
   of	
   microtubule-­‐associated	
  

proteins	
  such	
  as	
  MAP2	
  and	
  GAP43	
  in	
  a	
  PPARα-­‐dependent	
  manner	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Indeed,	
  different	
  investigators	
  have	
  demonstrated	
  that	
  microtubule-­‐associated	
  proteins	
  affect	
  

microtubule	
   dynamics	
   (Illenberger	
   et	
  al.,	
   1996;	
   Drewes	
   et	
  al.,	
   1998;	
   Al-­‐Bassam	
   et	
  al.,	
   2002;	
  

Chakravarthy	
   et	
  al.,	
   2008;	
  Mishra	
   et	
  al.,	
   2008).	
   However,	
   polyglutamylation	
   has	
   been	
  widely	
  

proposed	
  to	
  influence	
  the	
  binding	
  of	
  microtubule-­‐associated	
  proteins	
  such	
  as	
  MAP2	
  and	
  MAP1	
  

(Bonnet	
  et	
  al.,	
   2001;	
   Ikegami	
  et	
  al.,	
   2007).	
  Thus,	
   taking	
   into	
  account	
   that	
   the	
  binding	
  of	
  pro-­‐

teins	
  is	
  affected	
  by	
  both	
  protein	
  affinity	
  and	
  concentration,	
  a	
  decrease	
  in	
  their	
  affinity	
  will	
  re-­‐

quire	
  higher	
  concentrations	
  for	
  a	
  similar	
  binding	
  to	
  occur.	
  This	
  idea	
  is	
  supported	
  by	
  our	
  results,	
  

which	
   demonstrate	
   that	
   PCD	
  microtubules	
   require	
   higher	
   concentrations	
   of	
  OEA	
   to	
   elicit	
   an	
  

effect	
  on	
  microtubule	
  dynamics	
  similar	
  to	
  WT	
  microtubules.	
  Thus,	
  this	
  increase	
  in	
  the	
  concen-­‐

tration	
   of	
   OEA	
   in	
   PCD	
  microtubules	
   could	
   be	
   related	
   to	
   these	
   alterations	
   in	
   affinity.	
   Conse-­‐

quently,	
   the	
   increase	
   in	
   OEA	
   concentration	
   would	
   increase	
   microtubule-­‐associated	
   protein	
  

expression	
   and	
   concentration,	
   normalizing	
   their	
   binding	
   in	
   PCD	
   microtubules.	
   Moreover,	
  

MAP2,	
  which	
  is	
  increased	
  by	
  OEA	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  2007),	
  is	
  known	
  to	
  restore	
  the	
  increased	
  

curvature	
   induced	
  by	
  taxol	
   (Dye	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Accordingly,	
   the	
  effect	
  of	
  OEA	
  on	
  microtubules	
  

seems	
  to	
  be	
  mediated	
  by	
  the	
  increase	
  in	
  microtubule-­‐associated	
  protein	
  expression.	
  	
  

Although	
  we	
  have	
  seen	
  that	
  OEA	
  affects	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  structure,	
  this	
  effect	
  

is	
  not	
  translated	
  into	
  a	
  functional	
  recovery;	
  i.e.	
  motor	
  coordination	
  is	
  not	
  improved.	
  However,	
  

it	
  is	
  important	
  to	
  take	
  into	
  account	
  that	
  the	
  rota-­‐rod	
  test	
  only	
  allowed	
  us	
  to	
  differentiate	
  gross	
  

improvements	
  (Buccafusco,	
  2001).	
  Thus,	
  more	
  precise	
  motor	
  tasks	
  would	
  be	
  needed	
  to	
  under-­‐

stand	
  the	
  influence	
  of	
  OEA.	
  Moreover,	
  to	
  gain	
  an	
  overall	
  understanding	
  of	
  the	
  effect	
  of	
  OEA	
  on	
  

motor	
  behaviour,	
  the	
  use	
  of	
  different	
  motor	
  tests	
  would	
  be	
  required	
  to	
  analyze	
  different	
  pa-­‐

rameters	
  (motor	
  coordination,	
  foot-­‐printing,	
  motor	
  dexterity…).	
  	
  

Despite	
   this	
   lack	
   of	
   effect	
   on	
   motor	
   performance,	
   OEA	
   did	
   increase	
   the	
   expression	
   of	
  

PPARα	
  receptors,	
  as	
  previously	
  described	
  (Zhou	
  et	
  al.,	
  2012).	
  As	
  proposed	
  above,	
  the	
  increase	
  

in	
  PPARα	
  receptor	
  expression	
  may	
  be	
  related	
  to	
  a	
  PC	
  plastic	
  process	
  in	
  order	
  to	
  prevent	
  neu-­‐

ronal	
   death,	
  which	
  would	
   be	
   in	
   accordance	
  with	
   the	
   neuroprotective	
   effect	
  we	
   observed	
   in	
  

PCD	
  mice.	
  Nevertheless,	
  CB1	
  and	
  CB2	
  receptors	
  were	
  not	
  affected	
  by	
  OEA.	
   In	
  this	
  sense,	
  alt-­‐

hough	
  previous	
  studies	
  have	
  established	
  an	
  anti-­‐inflammatory	
  effect	
  of	
  OEA	
  (Galán-­‐Rodríguez	
  

et	
  al.,	
  2009;	
  González-­‐Aparicio	
  et	
  al.,	
  2014;	
  González-­‐Aparicio	
  and	
  Moratalla,	
  2014),	
  it	
  appears	
  

that	
  this	
  effect	
  would	
  not	
  be	
  related	
  to	
  the	
  cerebellar	
  expression	
  of	
  CB2	
  receptors.	
  Neverthe-­‐
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less,	
  despite	
  this	
   lack	
  of	
  effect	
   in	
  both	
  CB1	
  and	
  CB2	
  receptors,	
  more	
  precise	
  analyses	
  may	
  be	
  

needed	
  in	
  order	
  to	
  understand	
  the	
  possible	
  effect	
  of	
  OEA	
  on	
  their	
  expression.	
  Thus,	
  the	
  effect	
  

of	
  OEA	
  seems	
  to	
  differ,	
  depending	
  on	
  the	
  different	
  elements	
  of	
  the	
  endocannabinoid	
  system.	
  	
  

The	
  effect	
  of	
  OEA	
  on	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  structure	
   is	
   translated	
   into	
  the	
  preven-­‐

tion	
  of	
  PC	
  morphological	
  alterations	
  in	
  PCD	
  mice.	
  Moreover,	
  this	
  preventive	
  effect	
  is	
  observed	
  

in	
   all	
   morphological	
   parameters	
   studied.	
   In	
   this	
   sense,	
   previous	
   studies	
   have	
   demonstrated	
  

that	
  OEA	
  administration	
  affects	
  the	
  morphology	
  of	
  hippocampal	
  neurons	
  (Bento-­‐Abreu	
  et	
  al.,	
  

2007).	
   Taking	
   into	
   account	
   that	
  microtubules	
   are	
   the	
   underpinning	
   of	
   cell	
   morphology,	
   this	
  

preventive	
  effect	
  may	
  be	
  related	
  to	
  the	
  influence	
  of	
  OEA	
  on	
  microtubule	
  dynamics	
  and	
  struc-­‐

ture.	
  	
  

In	
   recent	
   years	
   it	
   has	
   been	
   demonstrated	
   that	
   OEA	
   administration	
   prevents	
   neuronal	
  

death	
  in	
  animal	
  models	
  of	
  neurodegeneration	
  (Galán-­‐Rodríguez	
  et	
  al.,	
  2009;	
  González-­‐Aparicio	
  

et	
  al.,	
   2014;	
   González-­‐Aparicio	
   and	
   Moratalla,	
   2014;	
   Sayd	
   et	
  al.,	
   2015).	
   These	
   studies	
   were	
  

carried	
  out	
  with	
  pharmacological	
  models	
  of	
  neurodegeneration.	
  Thus,	
  here	
  we	
  have	
  demon-­‐

strated	
  for	
  the	
  first	
  time	
  a	
  neuroprotective	
  effect	
  of	
  OEA	
  in	
  natural	
  occurring	
  neurodegenera-­‐

tion.	
  Moreover,	
   this	
  effect	
  was	
  also	
  observed	
  for	
   the	
  first	
   time	
   in	
  the	
  PCs	
  of	
   the	
  cerebellum.	
  

Thus,	
  our	
  results	
  show	
  that	
  OEA	
  improves	
  PC	
  survival,	
  this	
  effect	
  only	
  being	
  seen	
  when	
  OEA	
  is	
  

administered	
   prior	
   to	
   the	
   beginning	
   of	
   pre-­‐neurodegeneration.	
   In	
   accordance	
  with	
   previous	
  

works,	
  OEA	
  improves	
  PC	
  survival	
  in	
  an	
  inverted	
  U-­‐shape	
  manner.	
  This	
  effect	
  is	
  mainly	
  seen	
  in	
  

conditions	
  of	
  continuous	
  administration	
  but	
  not	
  with	
  acute	
  administration	
  at	
  P14.	
  However,	
  at	
  

P14	
   the	
   effective	
   dose	
  was	
   the	
   highest	
   one	
   -­‐10	
  mg/kg-­‐	
   preventing	
   us	
   from	
  determining	
   the	
  

effect	
  of	
  higher	
  doses.	
  	
  

In	
   sum,	
  OEA	
   administration	
   partially	
   prevents	
  microtubule	
   alterations	
   derived	
   from	
   the	
  

pcd	
  mutation.	
  This	
  microtubular	
  effect	
  is	
  translated	
  into	
  morphological	
  improvements,	
  mainly	
  

when	
  OEA	
  is	
  administered	
  prior	
  to	
  the	
  beginning	
  of	
  pre-­‐neurodegeneration.	
  Moreover,	
  PPARα	
  

receptors,	
  but	
  not	
  CB1	
  and	
  CB2	
   receptors,	
   are	
  affected	
  by	
  OEA,	
  which	
  may	
  be	
   related	
   to	
   its	
  

preventive	
  effect	
  on	
  PC	
  death.	
  However,	
  despite	
  this	
  microtubular	
  and	
  histological	
  prevention	
  

of	
  OEA,	
  no	
  effect	
  was	
  seen	
  in	
  motor	
  function.	
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CONCLUSIONS	
  
Taking	
  into	
  account	
  the	
  proposed	
  objectives	
  and	
  the	
  results	
  obtained	
  during	
  the	
  present	
  

Doctoral	
  Thesis,	
  we	
  can	
  conclude	
  that:	
  

I.   An	
  excess	
  of	
  polyglutamylation	
   in	
  microtubules	
  affects	
   their	
  dynamics	
  and	
   structure,	
  

probably	
   by	
  means	
   of	
   the	
   binding	
   of	
  microtubule-­‐associated	
   proteins,	
  making	
   them	
  

more	
  unstable.	
  

II.   Microtubule	
  dynamics	
   influences	
  both	
   the	
  normal	
  development	
  of	
  Purkinje	
   cells	
  and	
  

the	
  morphological	
  and	
  functional	
  development	
  of	
  the	
  cerebellum.	
  

III.   Cerebellar	
   alterations	
   in	
   the	
   PCD	
   mouse	
   progressively	
   affect	
   the	
   expression	
   of	
   ele-­‐

ments	
   of	
   the	
   endocannabinoid	
   system.	
   Moreover,	
   those	
   alterations	
   affect	
   not	
   only	
  

motor	
  behaviour	
  but	
  also	
  cognitive	
  and	
  affective	
  processes.	
  

IV.   OEA	
   administration	
   promotes	
   the	
   stability	
   of	
   microtubules,	
   which	
   is	
   translated	
   into	
  

both	
   the	
   rescue	
  of	
   the	
  morphological	
   alterations	
   and	
  neuroprotection	
   of	
   the	
   neuro-­‐

degenerative	
  process	
  occurring	
  in	
  the	
  cerebellum	
  of	
  the	
  PCD	
  mouse.	
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