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RESUMEN

La plasticidad sinaptica se define como cambios dependientes de la actividad en
la eficacia sinaptica. En particular, la depresion a largo plazo (LTD) requiere de la entrada
y amplificacion de sefiales de Ca?*. El receptor de ryanodina (RyR), un canal que permite
la liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR) desde el reticulo endoplasmico, juega un
papel critico en la LTD; sin embargo, su contribucidon a nivel presinaptico ha sido poco
estudiado. En este trabajo, estudiamos la participacién de los RyRs en los mecanismos
presinapticos de la LTD. Nosotros planteamos la siguiente hipotesis: a nivel presinaptico,
CICR mediada por RyR contribuye a la LTD. Como objetivo general: evaluar la
contribucion de CICR, en la plasticidad presinaptica a largo plazo. Como objetivos
especificos: i) determinar si la LTD induce cambios a largo plazo en la facilitacién de
pulso pareado (PPF), un tipo de plasticidad presindptica; ii) determinar si la inhibicién
de los RyRs afecta este comportamiento. Usando técnicas electrofisioldgicas y rebanadas
de hipocampo de rata, encontramos que, en el grupo control se induce depresion en la
transmisidn sindptica posterior a la inducciéon de LTD, la cual se acompafa por un
aumento significativo en la PPF; mientras que, la inhibiciéon de los RyRs bloquea tanto la
LTD como los cambios a largo plazo en PPF. Los datos sugieren que la induccion de la
LTD activa mecanismos presinapticos que involucran la salida de Ca ?* mediada por RyR

en las sinapsis CA3-CA1l de las rebanadas de hipocampo de ratas.

Palabras claves: plasticidad sinaptica, depresion de largo plazo, facilitacién de pulso

pareado, receptor de ryanodina, hipocampo.



1| INTRODUCCION

Las experiencias, los habitos y las conductas que se generan y almacenan en
nuestro cerebro, son resultado de los cambios en la actividad y conectividad de los
circuitos neuronales especificos (1, 2). El mecanismo por el cual la actividad neuronal
generada por una experiencia modifica la funcién cerebral es mediante cambios en la
transmisién sinaptica; caracteristica denominada plasticidad sinaptica (PS). Durante las
Ultimas décadas la PS ha sido objeto de una intensa investigacion, pues se considera
gue su entendimiento proporcionaria una mejor comprension de los mecanismos

celulares y moleculares del aprendizaje y la memoria en el cerebro (3-6).

En este estudio, revisaremos los principales conceptos basicos detras de la PS
para luego continuar con la descripcidon de algunos tipos de PS centrandonos en la
depresién a largo plazo (LTD), ya que, los mecanismos presinapticos que operan, asi
como también, la importancia del Ca?* desde reservas intracelulares sensibles a

ryanodina en estos mecanismos, no son del todo comprendidos.
1.1 NEURONAS Y SINAPSIS.

Las neuronas son células especializadas del sistema nervioso, que, junto con las
células gliales, representan las unidades basicas estructurales y funcionales del cerebro.
Las neuronas se encuentran organizadas en grandes y complejas redes denominadas
circuitos neuronales, cuya funcidn principal es procesar la informacién proveniente de
estimulos externos e internos, y codificarlos en patrones de actividad eléctrica que se

puedan retransmitir entre las distintas regiones del cerebro (7, 8).

En su estructura estan conformadas por tres componentes principales, las
dendritas, el soma y el axon. Las dendritas son ramificaciones procedentes del soma,
que captan las sefales provenientes de otras neuronas y las dirigen hacia el soma, éste
procesa la informacidén y genera una sefal de salida, que viaja a través del axén y es
retransmitida hacia otras neuronas (9, 10). La zona de comunicacién entre dos neuronas
se denomina sinapsis, la neurona que transmite la sefial recibe el nombre de neurona
presinaptica y la que la recibe se denomina neurona postsinaptica, mientras que, el

espacio que separa los compartimientos pre y post sinaptico se denomina hendidura



sinaptica (10), los detalles se muestran en la figura 1.

Dendritas Sinapsis quimica

, «—— Neurona presinaptica
Cuerpo celular e

Vesiculas sinapticas

4

o ©°° :|Hendidura sinaptica

Receptores
postsinapticos

-
-~
-
-
-~

«—Neurona postsinaptica

Figura 1| Estructura de la neurona y la sinapsis. Izquierda: Las células nerviosas tienen 3 regiones
principales: dendrita, cuerpo celular y axén. Derecha: Ilustracion de la unién de sinapsis entre la
neurona presinaptica y la neurona postsinaptica, y su estructura esquematica en sinapsis quimica

y sinapsis eléctrica.
TIPOS DE SINAPSIS

Existen dos tipos principales de sinapsis: quimica y eléctrica. Por un lado, las
células conectadas a través de sinapsis eléctricas estan unidas directamente por unas
estructuras intercelulares llamadas uniones gap. Las uniones gap son canales
intercelulares que permiten el flujo directo de iones a través de las células
interconectadas. Por el contrario, la comunicacién en las sinapsis quimicas implica la
liberacion de sustancias quimicas, conocidos como neurotransmisores (NT), desde el
terminal presindptico, su difusiéon a través de la hendidura sinaptica y su unién a los
receptores de la membrana postsinaptica (10, 11), refiérase a la figura 1. La union de
los NT a los receptores postsinapticos provoca la despolarizacion de la membrana en el
caso de las sinapsis excitadoras cuyo NT es el glutamato (12), o la hiperpolarizacién de

la membrana en el caso de las sinapsis inhibitorias (13).



1.2 PLASTICIDAD SINAPTICA

La PS se refiere principalmente al fortalecimiento o debilitamiento en la
estructura, funcion y eficacia sinaptica (fuerza de conexién) entre las neuronas pre y
postsinapticas, en una forma dependiente de actividad (14). Este tipo de plasticidad
puede implicar cambios en la eficacia de los contactos sindpticos existentes, formacion
de nuevos contactos sinapticos, y/o eliminacién de los contactos ya existentes (9, 15,
16). Dichos cambios dependen a su vez de la coordinacion espacio-temporal de (a) el
numero de receptores en la membrana postsinaptica, (b) la cantidad de NT liberados
desde la neurona presinaptica, y (c) la sensibilidad de los receptores postsinapticos hacia

los NT liberados (15, 17, 18), obsérvese la figura 2.

La PS se puede desarrollar a diferentes escalas de tiempo que van desde
fracciones de segundos a minutos, conocida como PS a corto plazo (STP: short-term
plasticity) (19), hasta periodos mas largos como horas, dias e incluso semanas (20),
conocida como PS a largo plazo. De este ultimo grupo, las formas mejor estudiadas son
la potenciacion a largo plazo (LTP: long-term potentiation), y la depresion a largo plazo

(LTD: long-term depression) (21, 22).
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Figura 2| Induccion y expresion de la plasticidad sinadptica (PS). La estimulacion fuerte vy
repetitiva sobre la neurona presinaptica provoca la liberacién del glutamato, una vez libre en la
hendidura sinaptica, el glutamato, puede activar los receptores postsinapticos: AMPA y NMDA. La
activacion del canal NMDA permite la entrada de Ca2*, que es un paso critico en la induccidén de
la PS, direccionando hacia la LTP o la LTD, dependiendo del patrén de la entrada de Ca?*. En este
caso se muestra una activacién preferente de proteinas quinasas. Entre los pasos que conducen
a la expresion de PS, estan: un aumento en la liberacidon de glutamato, reclutamiento de los
nuevos receptores AMPA para aumentar la sensibilidad de la respuesta postsinaptica, y cambios

estructurales que podrian incluir la formacidon de nuevas sinapsis.

La PS a largo plazo, su observacion en distintas regiones del cerebro (23-26) y
la capacidad de bloquear su induccién con agentes farmacoldgicos junto con interrumpir
la adquisicién del aprendizaje (4, 27, 28), son consistentes con la idea de que la PS
puede desempenar un rol importante tanto en el desarrollo impulsado por la actividad

de las redes neuronales como en el almacenamiento de memoria.
1.2.1 PLASTICIDAD SINAPTICA EN EL HIPOCAMPO

El hipocampo se reconoce como una estructura clave en el desarrollo del
aprendizaje y la memoria tanto en los humanos como en otros mamiferos (7). El circuito

principal de procesamiento de informacién en el hipocampo es la via excitatoria



trisinaptica (29) que parte con la estimulacion de las fibras nerviosas de la via perforante
provenientes de la corteza entorrinal, a su vez, éstas activan a las células granulares del
giro dentado que, a través de sus axones (fibras musgosas), activan a las células
piramidales de la regién CA3, por su parte, una rama colateral de los axones de las
células piramidales CA3 (colaterales de Schaffer) hacen sinapsis con las dendritas
apicales de las células piramides CA1 (10, 14). Finalmente, las células de CA1l envian
sus axones al subiculum y a las capas profundas de la corteza entorrinal cerrando el

circuito,en la figura 3.

_ Figura 3| Diagrama del circuito
Rebanada transversal de hipocampo o _
trisinaptico del hipocampo. El

estimulo llega al hipocampo a

Colaterales de Schaffer

través de los axones de la via

perforante, hacia las células
1 granulares del giro dentado, éstas
ﬁ <ZE proyectan sus axones (fibras
EE musgosas) hacia CA3 que, a su
— 30\ % E vez, se proyectan hacia las células
. = : . .
dGiro }‘f_‘ O E piramidales CAl1 a t,raves de
Fibras -~.?PEfjfx colaterales Schaffer. Notese que
Via los tres sub campos principales

comisurales Fibras musgosas

perforante tienen una organizacién laminar en

la que los cuerpos celulares estan
fuertemente empaquetados en una disposicion en forma de C entrelazada, con fibras aferentes

gue terminan en regiones selectivas del arbol dendritico. Modificada de Neves y col, 2008.

Gran parte de este circuito basico se conserva en los cortes transversales del
hipocampo, y se han caracterizado ampliamente mediante técnicas electrofisioldgicas,
bioquimicas y moleculares (7, 30-32); siendo, la sinapsis de las células piramidales
colaterales de Schaffer-CA1, una de las sinapsis mejor entendidas en el cerebro de los
mamiferos (33-36) . Por ende, un gran numero de investigaciones utilizan los cortes
transversales de hipocampo mantenidas in vitro como modelo experimental para el

estudio electrofisiolégico de la PS.



1.2.2 PROTOCOLOS DE INDUCCION

La principal caracteristica de un protocolo de inducciéon de PS es el niumero de
pulsos (estimulos) y la frecuencia con las que se aplican sobre la sinapsis, a esto se le
conoce como un tren de estimulos (37). Los trenes de estimulos son muy importantes
dado que la informacidon que una neurona debe transmitir se encuentra codificada en
ellos. En este contexto, para inducir una LTP se aplican, por ejemplo, protocolos de
estimulacion theta (TBS: theta-burst stimulation) consistentes en cuatro trenes de
estimulos administrados a intervalos de 20 segundos durante 1 minuto (37, 38).
Mientras que, los protocolos de estimulacién de baja frecuencia (LFS: low-frequency
stimulation), consistentes en 900 pulsos aplicados a 1 Hz durante 15 minutos,
representan un método eficaz para inducir LTD en los cortes transversales de hipocampo
(6, 21). Cabe destacar que estos protocolos de estimulacion son los que mejor imitan

los patrones de activacidon neuronal fisioldgica (21, 37).
1.2.3 REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO: RESPUESTA POSTSINAPTICA

En cuanto al registro electrofisioldgico, puede ser de tipo extracelular o
intracelular dependiendo de si la respuesta se registra fuera (3, 39) o dentro de la célula
(40), respectivamente. En los registros extracelulares, la estimulacion se aplica sobre la
neurona presinaptica, y se registra la respuesta sobre la neurona postsinaptica. La
respuesta postsinaptica tipica consiste en una traza compuesta por un "fiber volley", que
es una medida de la respuesta presinaptica evocada por el estimulo en el sitio de
registro, y el potencial excitatorio postsinaptico de campo (fEPSP: field excitatory
postsynaptic potential) que es una medida del cambio de potencial en el tiempo
(despolarizaciéon) en las neuronas postsinapticas (41), véase el esquema en la figura 4.
En este caso, el parametro tipicamente medido es la pendiente inicial de la curva del
fEPSP, la amplitud maxima absoluta de los EPSP también se puede medir, sin embargo,
ésta es mas propensa a la contaminacién con otras fuentes de flujo de corriente como

senales inhibitorias compensatorias y/o potenciales de accién que se puedan evocar
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durante el estimulo (21, 41).

A B C
) ) Respuesta )

. i _ P Potenciacion
estimulacion registro postsinaptica

Colaterales
de Schaffe

2 °
Q 3
Q9 £
9 [=%
<|| ¥
S Depresion
fEPSP
Fiber volley
b
a

Figura 4| Registro electrofisioldgico extracelular tipico en un corte transversal del hipocampo. A)
circuito hipocampal CA3-CA1 que muestra la ubicacidon de los electrodos de estimulacién y
registro. B) Ejemplo de un registro de potencial excitatorio postsinaptico de campo (fEPSP),
indicando su fiber volley y el artefacto de estimulo. También se muestra la medida de la amplitud
de la curva (linea verde), y la pendiente inicial (linea naranja). C) ejemplos de dos respuestas
prototipicas superpuestas siendo (a) la respuesta inicial y (b) la respuesta posterior al protocolo
de estimulacidon. Arriba muestra una respuesta potenciada, mientras que en la parte inferior se

muestra una respuesta deprimida.

1.3 PLASTICIDAD SINAPTICA A CORTO PLAZO: FACILITACION DE PULSO
PAREADO

En la regién del hipocampo, si la neurona presindptica recibe estimulacion
pareada con intervalos de tiempo en milisegundos, la respuesta postsinaptica evocada
por el segundo estimulo tiende a presentar mayor amplitud (facilitacion) que la
respuesta evocada por el primer estimulo, a esto se conoce como facilitacion de pulso
pareado (PPF: paired-pulse facilitation), que graficamente se representa como la relacion

entre la segunda respuesta sobre la primera (42-44), véase la figura 5.
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El PPF ha sido utilizado ampliamente como un indicador de actividad pr

esinaptica, ya que, se relaciona indirectamente con Pr. De esta forma, las
sinapsis con una baja probabilidad de liberar el NT tienden a exhibir un PPF mas alta,

como es caso del hipocampo (33, 45).

A U — B
3_
a b
! _ 27
b a
1._
20ms T T T !
0 100 200 300 400
Stimulus interval (ms)

Figura 5| Representacion grafica de la facilitacion del pulso pareado (PPF). A) la activacion con
pares de estimulos separados por un tiempo (At) evoca un fEPSP con la segunda respuesta (b)
mas grande que la primera (a). B) la grafica de (b/a) vs. At, muestra el curso de tiempo tipico de
la PPF donde la magnitud de la facilitacion disminuye a medida que aumenta el intervalo entre
pulsos. Modificado de Jackman SL & Regehr WG, 2017.

El fendmeno de PPF es explicado generalmente por la hipotesis de Ca?* residual
propuesta por Katz y Miledi (46), donde se afirma que la facilitacion de pulso se debe a
que una fraccion del flujo de Ca?* presinaptico, generado por el primer estimulo, podria
persistir en las terminales nerviosas después de la primera descarga, sumarse al Ca%*
local evocado por el segundo estimulo, y generar una sefial de Ca?* mas grande que
conlleve a una mayor liberacidén del NT, con el correspondiente aumento de la respuesta
postsinaptica (46-48). Sin embargo, la facilitacion de pulso se presenta solo a intervalos
de tiempo muy cortos (20-200 ms), ya que conforme aumenta el intervalo de tiempo,
dentro de la neurona comienzan a surgir los mecanismos de regulacion y secuestro del
Ca?*, asi como, la respuesta inhibitoria complementaria (42), ver figura 5, panel

izquierdo.
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1.4 LA PLASTICIDAD SINAPTICA A LARGO PLAZO

Se cree que tanto los mecanismos que subyacen a la LTP como a la LTD son
responsables de codificar los recuerdos duraderos que se almacenan en los circuitos
cerebrales (26, 49, 50). En estos tipos de PS se considera que la actividad de la fuerza
sinaptica esta controlada, al menos parcialmente, por el equilibrio entre las actividades
de las proteinas quinasas y fosfatasas, criticas para la induccién de LTP o LTD (51-53).
A su vez, esta bidireccionalidad dependera en gran parte del patrén de entrada del Ca?*

durante la estimulacién repetida, como se muestra en la figura 6.

Neurona presinaptica Neurona postsinaptica
Incremento en la Activacion

[Ca%*]i rapidoy —— de proteinas
de mayor amplitud kinasas

Agregar g;?
Desfosforilacion Fosforilacion

de proteinas de proteinas
= LTD ; ) = LTP
Remover PO4

Vesiculas I to lent Activacié
sindpticas ncremento lento en ctivacion
glutamato la [Ca%*]iy de — de proteinas
amplitud moderada fosfatasas

Figura 6| Modelo para la induccidén de LTP y LTD. Durante la estimulacion, el Ca2+ ingresa a las
espinas dendriticas a través de los receptores NMDA. La estimulacién de alta frecuencia (HFS)
causa la fosforilacion (a través de proteinas quinasas) de una proteina de sinapsis, y la
estimulacion de baja frecuencia (LFS) causa la desfosforilacion (a través de proteinas fosfatasas)
de la misma proteina sindptica. El estado de fosforilacién de esta proteina ayuda a controlar la
fuerza sindptica. HFS: estimulacién de alta frecuencia, LFS: estimulacién de baja frecuencia,

[Ca2*]i: concentracion de calcio intracelular.

Tanto para la LTP como la LTD los mecanismos mejor estudiados son los
postsinapticos, que constan de la sincronizacion de los receptores ionotrdpicos de
glutamato: el receptor de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico
(AMPAR) vy, el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR) (12). Por el contrario, siendo
aun poco estudiada, los cambios a largo plazo que ocurren a nivel presinaptico se han

asociado a cambios en la probabilidad de liberacidon de glutamato y el movimiento de
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vesiculas (28, 50, 54).
1.4.1 LTP dependiente de NMDAR

La forma mas ampliamente estudiada de la PS es la LTP en la sinapsis CA3-CA1
del hipocampo (55, 56). La LTP se considera como un reforzamiento sostenido de la
fuerza de conexién sindptica, que requiere la movilizacidon de los receptores de AMPA
hacia la superficie de la membrana postsinaptica, en conjunto con la activacion de los

receptores de NMDA durante la despolarizacién postsinaptica fuerte (39, 57).

El receptor de AMPA tiene un canal permeable a cationes monovalentes (Na* y
K*) y su activacion, mediante la unién del glutamato, proporciona la mayor parte de la
corriente interna de iones que genera un cambio eléctrico y por ende la despolarizacién
de la membrana (58). Por otro lado, en estado basal de transmisién los NMDAR
presentan un bloqueo del canal idnico con Mg?*; sin embargo, durante la despolarizacion
postsinaptica fuerte, debido al ingreso de iones a través del AMPAR, el Mg?* es disociado
del canal, lo que permite la entrada de Ca?* al terminal postsinaptico (23, 59). Debido a
que su contribucion a las respuestas postsinapticas requiere tanto la liberacion
presinaptica de glutamato como la despolarizacion postsinaptica debido a la activacion

de AMPAR, el NMDAR a menudo se conoce como un "detector de coincidencia" (60).

Una vez activado el NMDAR, el aumento en la concentracion de Ca?* dentro del
terminal postsinaptico activa principalmente proteinas quinasas, como la calmodulina-
quinasa II (CaMKII), cuya sefalizacién conduce a un aumento en la conductancia del
canal de AMPAR, ademas de promover la incorporacion de AMPAR adicionales en la

superficie de la membrana postsinaptica (61, 62), el esquema se detalla en la figura 7.
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NMDAR AMPAR

NMDAR AMPAR

Figura 7| Modelo del trafico de AMPAR durante LTP y LTD. En el estado basal (parte superior),
los AMPAR circulan entre la membrana postsinaptica y los compartimentos intracelulares. Después
de la induccion de LTP, hay una mayor exocitosis y estabilizacion del receptor en la sinapsis a
través de un proceso que involucra CAMKII. Después de la induccidon de LTD, se produce una
endocitosis mejorada del receptor que involucra proteinas fosfatasas, principalmente calcineurina
y proteinas fosfatasas 1 (PP1). Tomada de Citri & Malenka, 2008.

1.4.2 LTD dependiente de NMDAR

En contraste con la LTP, la LTD abarca un debilitamiento robusto y sostenido en
la eficacia sindptica, cuya intensidad se relaciona directamente con la disminucion en la
probabilidad de liberar el glutamato (22, 63). La LTD se ha observado en muchas
sinapsis, incluyendo el hipocampo (63, 64), amigdala (24, 65), y cerebelo (66). La
creciente evidencia sugiere que la LTD podria representar un proceso critico para los
mecanismos como: prevenir la saturacion sinaptica en redes neuronales (6), y aumentar

la capacidad de almacenamiento de memoria (67).

Post sinapticamente, la LTD implica incrementos moderados en la concentracion
de Ca?* intracelular ([Ca?*]i) (21, 68), inducidos por la aplicacidon de protocolos de LFS,

que promueve una activacion preferencial de enzimas fosfatasas (53, 69). Un ejemplo,
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es la calcineurina que desfosforila el inhibidor-1 que conduce a la activacion de la
proteina fosfatasa 1 (PP1) (69), responsables de las desfosforilaciones en subunidades
AMPAR que terminaran en su endocitosis con la consecuente expresién de LTD (22, 70),
refiérase a la figura 7. Por el contrario, a nivel presindptico la LTD se asocia con la
disminucién en la Pr del glutamato (68, 71). El proceso preciso mediante el cual la
liberacion del NT se altera de manera duradera sigue siendo en gran parte desconocido,
y entre los posibles mecanismos los mejor establecidos son los relacionados con el
movimiento de vesiculas (SV: synaptic vesicle) (72, 73) y los incrementos transitorios
de las [Ca?*]i (74-76).

1.4.2.1 FACTORES PRESINAPTICOS RELEVANTES EN LA LTD

a) Cambios en la exocitosis de vesiculas presinapticas

La exocitosis vesicular estad estrechamente regulada en el terminal presinaptico
(77) y es un determinante importante de la probabilidad de liberacién del NT (73, 78).
La liberacion del NT desde las vesiculas sinapticas comienza con la llegada de los
potenciales de accion a los extremos presinapticos, la apertura de canales de Ca?*
dependientes de voltaje (VGCC), la entrada de Ca?* y la exocitosis del NT (79-81) desde
las zonas activas (AZ: active zone), zonas de la membrana presinaptica, especializadas
en la liberacién del NT (82, 83).

En las sinapsis del hipocampo, la poblacién de vesiculas que soportan la liberacidn
del NT puede dividirse funcionalmente en dos subgrupos: una fraccion de reciclaje, que
sufre facilmente exocitosis y recambio de vesiculas, y un grupo residual en reposo (82,
84). Si bien, el nUmero total de vesiculas sinapticas en el terminal presinaptico no es un
indicador confiable de la Pr, ya que no todas contribuyen al rendimiento sinaptico
impulsado por la actividad, es la movilizacién de vesiculas desde el pool de vesiculas
facilmente liberables hacia la AZ la que tiene una correlacién positiva significativa con la
Pr (85-87).

b) Seializacion presinaptica de Ca2%*

El Ca2* desempeia un papel clave en la modulacién de la PS. La hipdtesis actual
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predominante es que las propiedades cuantitativas de la sefial de Ca?* dentro del
terminal presinaptico, al igual que en el postsinaptico, determinan si se desencadena la
LTP o la LTD. Por un lado, la LTD requeriria un aumento moderado de Ca?* (52, 88, 89),

mientras que la LTP un aumento fuerte mas alld de algun valor umbral critico (21).

En el terminal presinaptico, al igual que en el postsinaptico, la calmodulina, una
proteina sensor de alta afinidad al Ca?*, es la principal responsable de comunicar las
variaciones en la concentracion intracelular de Ca?*, hacia otras proteinas (90-92), entre
éstas, a la calmodulin-quinasa II dependiente de Ca?*(CaMKII) (52, 93). Varios estudios,
han demostrado que la CaMKII presinaptica juega un rol importante en la induccién de
la LTD, pues al inhibir la actividad presinaptica de esta quinasa se ve afectada la
depresién de la eficacia sinaptica (93, 94). Entre los sustratos de la CaMKII se destaca
la sinapsina I, una proteina vesicular sinaptica que esta involucrada directamente con la
distribucién de las vesiculas dentro del compartimento presinaptico (95, 96). Evidencia
reciente ha demostrado que la fosforilacion de synapsina I, por parte de la CaMKII,
conduce a un aumento en el conjunto de vesiculas facilmente liberables, lo que aumenta
la disponibilidad de vesiculas para exocitosis (95, 97). Sin embargo, estudios en ratones
knock-out para las tres isoformas (I, II, III) de sinapsina encontraron que un cambio en
la distribucién del grupo de vesiculas facilmente liberables, no necesariamente se
acompafia de cambios en la liberacion del NT (97), y que la actividad presinaptica de
CaMKII puede potenciar o deprimir la transmisidén sindptica dependiendo del patron de

estimulacién sinaptica (88).

Por su parte, los incrementos de Ca2* dentro del compartimento presinaptico
tiene dos elementos importantes: a) el ingreso del Ca2* extracelular que inicia el proceso
de exocitosis (98) y, b) la salida de Ca?* desde reservorios intracelulares que amplifican
la sefial de Ca?* (91, 99). Para el segundo caso, se ha demostrado que la liberacién de
Ca?* desde el reticulo endoplasmico (RE), a través de los receptores de ryanodina (RyR)
e inositol-3-fosfato (IP3), amplifican la sefializacion de Ca?* (100-102) vy, por lo tanto,

podrian modular la maquinaria de liberacién del NT (101).
1.5 LA LIBERACION DE CA2+ A TRAVES DEL RECEPTOR DE RYANODINA.

Los RyR toman su nombre de su unién de alta afinidad con la ryanodina, un
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alcaloide vegetal, permeable a las células que tiene la particularidad de actuar como
activador del canal en concentraciones menores a 10 pM y como inhibidor en
concentraciones mayores a 10 uM (103-105). Las tres principales isoformas del receptor
(RyR1, RyR2 y RyR3) se expresan ampliamente en el musculo esquelético, tejido
cardiaco y cerebro, de los tres, la isoforma mejor estudiada y predominante en el
hipocampo es los RyR2 (104, 106, 107). Una de sus principales funciones es modular
los niveles intracelulares de Ca?* a través del mecanismo de la liberacion de Ca?*
inducida por Ca?* (CICR) desde el RE (103).

CICR es un proceso de amplificacion de la sefial de Ca?* que se inicia por la
afluencia de Ca?* a través de canales de Ca?* dependientes de voltaje presentes en la
membrana, o a través de la activacion de la liberacién de Ca?* desde el RE mediada por
los IP3R, en este caso el Ca?* liberado por los IP3R estimula a los RyR que libera Ca?* al
citosol (45, 108, 109). Esta amplificacion de la sefal de Ca?* presinaptica influye en
mecanismos como la liberaciéon espontanea y provocada de NT (35, 110), la sincronia
de la fusion de las SV (111, 112), cambios a nivel de Pr (74), todo esto en conjunto,
involucraria cambios relevantes en la STP (113), como en la LTD (114, 115). La figura

8 muestra un esquema de estos eventos celulares.
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Figura 8] Influencia de la liberacion de Ca2* a través del RyR en la liberacidn del neurotransmisor
(NT). Tras la estimulacion, la concentracion de Ca?* en el terminal presinaptico se eleva
drasticamente debido a la afluencia de Ca?* a través de los canales de Ca2?* dependientes de
voltaje (VGCC) vy la liberacidon de Ca?* inducida por Ca2* (CICR) desde el reticulo endoplasmico
(RE), mediada por los receptores de ryanodina (RyR). Dado que la elevacidn citosoélica de Ca2*
dependiente de IP3R suele ser suficiente para estimular los RyR, se cree que IP3R y RyR cooperan
en el inicio y la propagacién de CICR. La liberacién de Ca?*, ya sea aumentada o disminuida, desde
estos reservorios afecta a la concentracion de Ca?* citosélico presinaptico [Ca2*], y esto a su vez,

modifica la magnitud de la liberacion de vesiculas sinapticas.
1.5.1 REGULACION DEL RECEPTOR DE RYANODINA

Los RyR presenta una estructura molecular compleja, que exhibe sitios de
activacion con alta afinidad de Ca?*, que desencadenan la liberacidén del Ca?* desde el
l[tmen del RE, pero también sitios inhibidores de baja afinidad de Ca?*, por lo que,
presenta una dependencia bifasica al Ca?* citosdlico (116-119). Esto significa que,

cuando la [Ca?*]i esta por debajo de un umbral critico, los iones Ca?* activan los canales
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del RyR para promover la liberacion de Ca?* desde el RE, pero cuando se excede este
umbral critico, hay mas disponibilidad de Ca?* para unirse a los sitios de inhibicidn, lo
que conduce a la atenuacion de la liberacion de Ca?* y la restauracion de la [Ca?*]i a
niveles de reposo (100). El canal de liberaciébn también puede ser regulado
indirectamente, por proteinas de union a Ca?* en ambos lados de la membrana del ER
(101). Por ejemplo, la calmodulina puede activar o inhibir RyR dependiendo de las
concentraciones de Ca?* (120), mientras que la Ca?*/CaMKII se asocia, fosforila y regula
la actividad de RyR en el corazén y el musculo esquelético (111). Por el otro lado, la
calsequestrina (CSQ) vy la calreticulina, dos proteinas principales de union al Ca?* luminal
en la luz del RE, estdn asociadas al funcionamiento del RyR y son responsables de

aumentar el poder de amortiguamiento de Ca?* dentro del RE (104, 121).

La liberacion de Ca?*desde el RE también esta acoplada a los mecanismos de
eliminacion de Ca?*. Mientras que la extrusion de Ca?* a través de la bomba de Ca?* de
la membrana plasmatica (PMCA: Plasma membrane calcium pump) sirve para reducir la
[Ca?*]i y limitar el CICR (100, 122), el secuestro de Ca?* dependiente de la bomba de
Ca?* del reticulo sarcopldsmico (SERCA: sarcoplasmic reticulum calcium pump)

promueve la absorcién de Ca?* dentro del RE para su liberacion posterior (123).
1.6 MECANISMOS PRESINAPTICOS VERSUS POSTSINAPTICOS

Uno de los aspectos de LTD mas intensamente estudiados y menos resueltos se
refiere al lugar de expresion de la LTD (33, 78). El debate "pre" versus "post" discute
sobre si los cambios relevantes para la induccion y mantenimiento de la LTD residen
pre-sinapticamente, manifestdndose como un descenso en la liberacion del NT o un
fendmeno similar, o post-sindpticamente, como un cambio en la respuesta de los
receptores AMPA y NMDA al glutamato. Numerosos estudios han abordado esta
pregunta, y hasta el momento no hay una respuesta clara de consenso (18, 83, 124,
125). Sin embargo, durante los Ultimos anos mayor evidencia se ha acumulado hacia la
hipotesis "pre" frente a la hipdtesis "post", revelando un rol importante para los RyRs.
Sin embargo, aun no se ha identificado una sefial especifica de Ca?* atribuible a la
liberacion de Ca?* mediada por RyR o IP3R durante la induccién de LTD, ni se ha

investigado directamente la contribucion presinaptica de estos receptores.
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Con base en esto y los antecedentes antes presentados, en nuestro estudio
pretendemos proporcionar informacion sobre un presumible rol presinaptico para los RyR
en la expresién de la LTD. Para lograrlo analizaremos los cambios que se puedan
presentar en las respuestas de PPF evocadas antes y después de inducir una LTD en las
sinapsis colaterales de Schaffer-CA1 y, examinaremos como la modificacion de la
actividad del RyR, mediante la aplicacién de concentraciones inhibitorias de ryanodina,

afecta este tipo de PS.
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2| HIPOTESIS

La liberacion de Ca?* inducida por Ca?* desde compartimentos intracelulares

presindpticos sensibles a ryanodina contribuye a la induccion de la depresion

sinaptica a largo plazo en la regién CA3-CA1 de rebanadas de hipocampo de ratas.

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la contribucidn de la liberacion de Ca?* inducida por Ca?*, mediada

por el receptor de ryanodina, en la plasticidad presinaptica a largo plazo inducida

por estimulacién de baja frecuencia en rebanadas de hipocampo de ratas jévenes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I1.

Determinar cambios en la facilitacion de pulso pareado veinte minutos
antes y una hora después de aplicar un protocolo de baja frecuencia sobre
las colaterales de Schaffer que inducen LTD en la sinapsis CAl en
rebanadas de hipocampo de rata.

Racional: Los experimentos propuestos nos permitiran evaluar, por medio
de la estimulacion de pulso pareado, si hay cambios en el componente

presinaptico durante la depresion sinaptica a largo plazo.

Determinar si la inhibicion de la liberacion de Ca?* inducida por Ca?*
mediada por el receptor de ryanodina, afecta la facilitacion de pulso
pareado veinte minutos antes y una hora después de la aplicacion de un
protocolo de baja frecuencia sobre las colaterales de Schaffer que inducen
LTD en rebanadas de hipocampo de rata.

Racional: Los experimentos propuestos en presencia y ausencia de
concentraciones inhibitorias de ryanodina nos permitirdn determinar la
participacion de la liberacion de Ca?* inducida por Ca?* mediada por RyR
en los procesos presindpticos que ocurren durante la depresiéon a largo

plazo.
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3| METODOLOGIA

3.1 DISENO EXPERIMENTAL

El presente estudio corresponde a un disefio experimental, no aleatorizado. Se
trabajé con un tamano muestral de 5 ratas Sprague Dawley, machos de entre 21 a 30
dias de edad.

La parte experimental se realizd una vez obtenidas las rebanadas de hipocampo.
Para esto, del grupo total de rebanadas obtenido de cada animal, se distribuyeron en un
grupo control, y un grupo que fue incubado con ryanodina al menos una hora (grupo
ryanodina). De tal forma, que los resultados obtenidos para cada set de experimentos
(grupo control y grupo ryanodina) son provenientes del mismo animal, pero de
rebanadas distintas. El disefio general se presenta en la figura 9, los detalles de cada

proceso se describen mas abajo.

Criterios de exclusion:

e Enrebanadas: se descartaron todas aquellas rebanadas cuya integridad estuviera
comprometida o que su grosor no fuera regular para toda la rebanada. Esto lo
comprobamos a través de la una lupa que permitia diferenciar todas las zonas
caracteristicas del hipocampo.

e En Registros: fueron descartados todos aquellos registros cuya respuesta basal
no se estabilizd en un maximo de una hora o cuyas respuestas se fueran

incrementado o deprimiendo desproporcionalmente en el tiempo.
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Figura 9| Representacion esquematica del disefio experimental.
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3.2 MATERIALES

Todos los reactivos utilizados en este estudio fueron de grado analitico. Las
soluciones stock de ryanodina fueron preparadas en agua y se almacenaron en alicuotas
a -20 °C antes de la descongelacion y dilucidon hasta sus concentraciones finales en
solucién de fluido cefalorraquideo artificial (ACSF) (en mM: 124 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl, 2
CaClz, 1,25 NaH2P04, 26 NaHCOs, pH 7,4, 10 glucosa). La solucién de ACSF se mantuvo

en constante oxigenacién en proporcién 95% 02/ 5% COo.
3.3 ANIMALES

Se trabajé con ratas macho Sprague Dawley entre 21 y 30 dias de edad
provenientes de las instalaciones de animales de la Universidad de Valparaiso (n=5). La
comida y el agua fueron provistas ad libitum; con ciclos de luz / oscuridad de 12 / 12

horas.

Todo el experimento se llevd a cabo siguiendo los lineamientos y reglamentos
para el cuidado y uso de animales con fines cientificos. Nos limitamos a seguir las pautas
ARRIVE para informar sobre la investigaciéon en animales del Centro Nacional para el
Reemplazo, Refinamiento y Reducciéon de Animales en Investigacion, Londres, Reino
Unido (126), que es utilizado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Universidad de Valparaiso (CICUAL-UV)(127).

3.4 OBTENCION DE REBANADAS DE HIPOCAMPO

En primera instancia los animales fueron sometidos a anestesia profunda por
saturacion, dentro de un recipiente de plastico con tapa hermética, con halotano (2-
bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoroetano, con 99% pureza de Sigma-Aldrich). Una vez que el
animal estuvo sedado, se midieron los reflejos en sus extremidades posteriores, y
posteriormente se les aplicd eutanasia por decapitacién; el corte se realizd a nivel
cervical usando una guillotina para ratas. Por un lado, el cuerpo del animal se envaso,
etiquetd y elimind como material bioldgico de acuerdo a los protocolos correspondientes.
Por otro lado, utilizando material quirdrgico esterilizado se inici6 la rapida extraccion de

los cerebros para colocarlos en una plata Petri con papel absorbente impregnado de
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buffer de diseccién en frio (en mM: 212,7 sacarosa, 10 glucosa, 5 KCl, 1,25 NaH2PO4, 2
MgClz, 1 CaClz, 26 NaHCOs, pH 7,4, oxigeno (95% 02/ 5% COz).

El cerebelo y una pequefia seccion de la corteza frontal fueron removidos por
corte de bisturi, y los cerebros fueron hemi seccionados a lo largo de la fisura
longitudinal, los detalles se muestran en la figura 10. Mediante diseccion se obtuvo la
regiéon del hipocampo, se perfildé la forma del hipocampo a una disposicion mas
rectangular, e inmediatamente después se montaron los hipocampos en forma vertical
en la platina del vibratome VT 1200 S (Leica, Wetzlar, Alemania). Posteriormente, la
platina fue sumergida en buffer de diseccion helado oxigenado (95% 02/ 5% CO2) y los
hipocampos fueron cortados en rebanadas transversales de 400 um de ancho. Se obtuvo
un minimo de ocho cortes, validando como primer corte aquel en el que todas las
subregiones del hipocampo eran claramente distinguibles a fin de garantizar un buen
estado de la rebanada. Finalmente, los cortes fueron transferidos a una camara de
inmersion provista con soluciéon de ACSF y constante oxigenacién (95% 02/ 5% COz),
dejando estabilizar las rebanadas a temperatura ambiente durante 1 h. El niamero de
rebanadas obtenidas de cada animal se distribuyeron en dos grupos, un grupo control
(sin tratamiento con ryanodina) y un grupo experimental (tratado con ryanodina en

concentracion 20 uM durante 1 hora).

26



Voltear el

) hemisferio
ngeszag'rt:: hacia su cara
p P media

los hemisferios S e

Corteza prefrontal 1 G
“Corte coronal

Cx
— 1 "
Hipocampo
4 localizado
Corte 1
© coronal 1
Hemisferio

cerebelo aislado

I Vs
Corte < Cuchilla del vibratomo
transversal
Cortes ‘ - N
transversales H'/ ]
ara dar ipocampos pegados :
pforma , —) verticalmente )

Rebanada transversal

: : de hipocampo
Hipocampo aislado Platina del vibratomo

Figura 10| Representacion grafica de la diseccion del hipocampo y la obtencién de las rebanadas

de hipocampo.

3.4.1 INCUBACION CON RYANODINA [20 uM]

Una vez obtenidas las rebanadas, las que fueron destinadas a incubacion con
ryanodina se colocaron dentro de la cdmara de inmersidn con una concentracion de
ryanodina de 20 pM en un volumen de 2 ml de buffer ACSF y se mantuvieron en
incubacion por un lapso de 1 hora, para posteriormente someterlas al registro

electrofisioldgico.

3.5 REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DEL HIPOCAMPO

Los experimentos electrofisiolégicos se realizaron como se describe en Arias-
Cavieres, et al. 2017 (128). Se trabajé en equipo Set Up conformado por dos camaras
de registro de inmersion, cada una de ellas con la capacidad de estimular dos rebanadas
dentro de la misma camara. Por ende, fue posible estimular un total de 4 rebanadas

simultaneamente. A su vez, cada camara de registro de inmersidn mantiene un flujo
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constante (2 ml / min) de buffer ACSF con constante oxigenacion (95% 02 / 5% CO2) y
control de temperatura (30 £ 2 °C).

Los potenciales excitatorios postsinapticos de campo (fEPSP), se evocaron
estimulando las fibras colaterales de Schaffer con pulsos cuadrados de corriente de 0.2
ms administrados a través de electrodos de estimulacion bipolares concéntricos (Warner
instruments), y se registraron extracelularmente con microelectrodos de vidrio rellenos

de ACSF (2-3 MQ) colocados a nivel stratum radiatum de la region CA1 del hipocampo.

Las respuestas basales se grabaron utilizando la intensidad de estimulacion
necesaria para evocar el 50 % de la respuesta maxima. Una vez establecido esto, se

aplicaron tres procedimientos a cada rebanada, refiérase al esquema de la figura 11:

e Primero: se evalu6 los componentes de la respuesta presinaptica mediante el
analisis de la facilitacion de pulso pareado (PPF pre-LTD). Para esto, se aplicaron
un par de pulsos (estimulos) cada 15 s con intervalos de tiempo entre estimulos
(ISI: inter-stimulus interval) de 10, 20, 50, 100 y 200 ms. Se registraron tres
respuestas en cada ISI y se promediaron juntos para obtener los potenciales de
campo resultantes.

Los resultados de PPF se obtienen como la relacién entre los valores de la
pendiente inicial del fEPSP evocada por el segundo estimulo sobre la pendiente

del fEPSP evocada por el primer estimulo, refiérase a la Tabla 1.

e Segundo: se evalud la plasticidad sinaptica a largo plazo, mediante el analisis
de la LTD, ésta fue inducida mediante un protocolo de estimulacién de baja
frecuencia (LFS) consistente en 900 pulsos a 1 Hz. La respuesta se registro
manteniendo una estimulacion de pulsos pareados, con un ISI fijo de 50 ms,
emitidos cada 15 s. Se registro la respuesta sinaptica basal durante 20 minutos
(linea base) y luego se aplicé el protocolo LFS. Los fEPSP fueron registrados
durante 60 min adicionales posteriores a la aplicacion del LFS.

Para el analisis de resultados las respuestas sinapticas se cuantificaron como la
pendiente inicial de los fEPSP evocados y se representan como el cambio
porcentual del promedio de la pendiente, definiendo como 100% la pendiente

medida durante el registro de la linea base, ver Tabla 1.
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Registro electrofisiologico:

PPF PPF
pre-LTD LFS post-LT
Respuesta estable Linea base
20min 60min
; Pulso pareado .
1° pulso 2° pulso 900 pulsos, 15 min (1 Hz)

—

‘Pendiente fEPSP

Inter-stimulus interval (ISI) \

Figura 11| Esquema del procedimiento electrofisioldgico aplicado a cada rebanada en los grupos
control y tratado con ryanodina [20uM]. El proceso se representa en una linea continua que indica
gue se trabajé sobre la misma rebanada. Los protocolos parten una vez que la respuesta se
estabiliza. Primero, se registra PPF pre-LTD que se evalla mediante la aplicacién de un par de
pulsos separados por diferentes ISI (10, 20, 50, 100 y 200 ms), posterior de registra la respuesta
basal durante 20 min, finalmente se aplica un protocolo LFS para inducir la LTD y luego de 60 min

de registro se evalla nuevamente la PPF post-LTD.

e Tercero: luego de los 60 min de registro de LTD, |la PPF fue reexaminado con el

mismo procedimiento del PPF pre-LTD.

Todos los registros fueron filtrados a 10 kHz y se digitalizaron a 5 kHz utilizando

software Igor Pro (WaveMetrics Inc., Lake Oswego, OR, EE.UU).

Para algunos casos el PPF se expresa como el “porcentaje de cambio de PPF", esto
se define como la razon de la diferencia entre PPF post-LTD y PPF pre-LTD, para PPF
promedio inicial, expresado como un porcentaje, es decir, 0% corresponde a ningun
cambio en PPF post-LTD. La magnitud de los fEPSP del par de estimulos se definid de

manera similar, como la razdén entre la diferencia de la pendiente (1° o 2° estimulo)
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post-LTD y la pendiente antes de LTD para la pendiente promedio correspondiente antes
de la LTD, expresada como un porcentaje, es decir, 0% correspondid a la ausencia de la
depresién de la respuesta y los valores negativos correspondieron a la depresién post-
LTD, ver Tabla 1.

Tabla 1: Férmulas de referencia para la representacion grafica de los resultados.

Parametro Formula

pendiente 2
PPF S
pendiente 1

Pendiente de fEPSP (% linea (pendiente post. LTD — pendiente pre. LTD)
base) pendiente pre. LTD promedio

x100%

i (PPF post. LTD — PPF pre.LTD)
Cambio en PPF (% linea base) - x 100%
PPF pre. LTD promedio

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con el software GraphPad (San 225 Diego, CA).
Los valores se presentan como la media = SEM. Se evalud distribucion normal de los
datos mediante prueba de Shapiro-Wilks. Para datos paramétricos, se aplicd t-test de
dos colas no pareado para comparacion entre los dos grupos mientras que, para las
comparaciones dentro de un mismo grupo se aplico prueba t-test pareado. Para
comparaciones multiples se aplicé el test de ANOVA correspondiente. Para datos no
parameétricos se aplicé el test U de Mann-Whitney para comparacion entre grupos, y test
de Wilcoxon para comparacion dentro de un mismo grupo. Un valor de p <0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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4| RESULTADOS

4.1 La inhibicién del receptor de ryanodina bloquea la induccién de la LTD.

En primer lugar, para establecer si la incubacion con ryanodina [20uM] influye en
la sefalizacidén de la sinapsis, colaterales de Schaffer-CA1, evaluamos si hay diferencia
en la magnitud de las pendientes de los fEPSPs durante el registro de la linea base entre
los grupos experimentales. Después del analisis estadistico encontramos que los cortes
de hipocampo incubados durante 60 minutos con ryanodina [20 puM] no presentaron
diferencias significativas en las pendientes de los fEPSPs en comparacién con las
respuestas del grupo control (p>0.05; test U de Mann-Whitney) durante el registro de la

linea base (pre-LTD). Ver la figura 12.

Posteriormente, evaluamos si la inhibicion de la funcién del canal de RyR afecta
la capacidad de la sinapsis para desarrollar plasticidad sinaptica. Para probar esto, en
ambos grupos experimentales a los 20 minutos de mantenerse registrando la linea base
se aplicé un protocolo LFS (1 Hz / 15 min) para inducir una LTD. En los cortes del grupo
control, conformado por trece rebanadas, encontramos una reduccién significativa en
las pendientes de los fEPSPs registrados posterior a la induccion de la LTD. Con
referencia a las pendientes de la linea base (pre-LTD) como 100%, las respuestas post-
LTD disminuyeron a un promedio de 76.88 £ 4.6 % (##p <0.05, test de Wilcoxon,
obsérvese la figura 12), y este cambio se mantuvo hasta 60 minutos después de la

induccién de LTD, tiempo al que se detuvo el registro.

Por el contrario, el grupo ryanodina conformado por diez rebanadas diferentes,
pero del mismo animal, que fueron incubadas con ryanodina durante 1 hora previo al
inicio del registro electrofisiolégico, mostraron que el bloqueo la funciéon de los RyR
impide la induccion de la LTD. Como se puede observar en la figura 12, las pendientes
medidas 60 minutos después de inducir la LTD se mantienen en un promedio de 99.64
+ 9.6 % con referencia la linea base como 100%(p >0,05; test de Wilcoxon). Mientras
que, en la comparacién entre grupos las rebanadas control presentaron mayor grado de
LTD en comparacion con las rebanadas tratadas con ryanodina (***p <0.05 test U de
Mann-Whitney).
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Figura 12| La inhibicion del receptor de ryanodina bloquea la induccion de la LTD. (A) Panel
superior, ejemplo de trazas representativas de los fEPSPs registrados 5 minutos antes (a) y 60
minutos después (b) de la aplicacion del protocolo de LFS en rebanadas del hipocampo control
(13) y rebanadas tratadas con ryanodina (10). A la derecha: barras de calibracion (amplitud: mV;
tiempo: ms). Panel inferior, presenta cdmo varia la pendiente del fEPSP en el curso del tiempo,
registradas antes y después de la induccidn de LTD en cortes control (circulo azul) y cortes con
ryanodina (circulo verde). El protocolo LFS se indujo en el momento indicado por la barra negra.
La linea horizontal discontinua indica la linea de base antes del protocolo LFS como el 100% de la
respuesta. (B) Presenta el cambio en las magnitudes de los promedios de las pendientes del fEPSP
registradas 10 minutos antes (linea de base) y 60 minutos (LTD) después del protocolo LFS para
rebanadas control (barras azules) y tratados con ryanodina (barras verdes). Los valores

representan la media £ SEM.

Estos datos sugieren que la inhibicion no afecta la transmisién sinaptica basal,

pero si impide la induccion de la LTD en las sinapsis CA3-CA1.

4.1 La inhibicion de la funcion del RyR no afecta la respuesta de PPF en

condiciones basales.
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Para evaluar si la inhibicion de la liberacion de Ca?* mediada por RyR afecta la
respuesta presinaptica en condiciones basales, determinamos la respuesta de la sinapsis
a la estimulacion de pulso pareado antes de inducir LTD en ambos grupos
experimentales. Encontramos que en condiciones pre-LTD el grupo control y el grupo
ryanodina presentan un comportamiento similar frente a la estimulacion de pulso
pareado, con un PPF promedio de 1.32 £0.08 para el grupo control, y de 1.42 £0.05
para el grupo ryanodina (p >0.05, t-test no pareado). Las trazas representativas de los
fEPSPs se pueden observar en la figura 13, panel superior, mientras que el analisis

estadistico se muestra en la figura 14.

A Grupo control (13, 5) B  Grupo Ryanodina [20 pM] (10, 5)
Pre-LTD Pre-LTD
Post-LTD Post-LTD
10 20 50 10 20

Intervalo entre estimulo (ms)

Figura 13| Comparacion de trazas representativas de PPF en el grupo control y el grupo tratado
con ryanodina [20 pM]. N=5 animales, Grupo control: 13 rebanadas, grupo Ry: 10 rebanadas.
Panel superior: muestra los fEPSPs evocados por el primer pulso sobrepuestos y semejantes para
cada ISI, mientras que los fEPSPs evocados por el segundo estimulo son los que varian en mayor
o menor proporcion de acuerdo al ISI. Panel inferior: muestra las trazas representativas
registradas después de la induccion de LTD (post-LTD). A la derecha se muestran las barras de
escala: 0.5mV; 10ms. Para cada grupo la longitud de la traza correspondiente a los 200 ms fue

recortada para mejor visualizacién.

De igual forma, se puede observar que los dos grupos (control y ryanodina)
muestran un PPF mas alto en el intervalo de 50 ms, de 1.48 £0.05 en el grupo control,
y 1.57 £1.3 en el grupo con ryanodina, sin demostrar diferencias significativas entre

ningun ISI. Véase la figura 14.
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Figura 14| Comparacion de PPF pre-LTD en el grupo control y el grupo tratado con ryanodina
[20 pM]. Izquierda: la grafica ilustra cdmo varian los valores promedios de la PPF segun cada
ISI (de 10 a 200 ms). Derecha: se muestran los promedios generales de PPF para cada grupo.
Barra azul: grupo control; barra verde: grupo ryanodina. N=5 animales, Grupo control: 13

rebanadas, grupo Ry: 10 rebanadas Los valores representan la media £SEM.

Los datos demuestran que la incubacién con ryanodina [20 pM] no afecta la
respuesta de PPF en las sinapsis CA3-CAl en condiciones basales. Sugiriendo que la
inhibicion de la funcidon de RyR no modifica la generacion de sefiales presinapticas de

Ca?* involucradas en esta respuesta rapida.

4.2 La inhibicion de la funcion del RyR impide los cambios a largo plazo en el

PPF causados por la expresién de la LTD.

Una vez establecido que los grupos control y ryanodina no presentan diferencias
significativas en sus respuestas de PPF en condiciones pre-LTD, y considerando que el
grupo control es capaz de expresar una LTD robusta y sostenida en el tiempo.
Procedimos a establecer cémo varia la respuesta presinaptica posterior a la induccién de
la LTD. Para esto, evaluamos la respuesta a la estimulacion de pulso pareado 60 min
después de haber aplicado el protocolo LFS para inducir la LTD en ambos grupos

experimentales.
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Como se aprecia en la figura 15 A, en el grupo control la expresién de la LTD influyd
significativamente en las respuestas de PPF; de tal forma que, al ISI de 20 ms existe un
incremento de 1.37 £0.06 en pre-LTD a un 1.73 £0.09 en post-LTD (*p <0.05 t-test
pareado), y a los 50 ms se observa un incremento de 1.48 £0.05 en pre-LTD a un 1.75
£0.07 en post-LTD (*p< 0.05 t-test pareado).

Una vez establecidos los cambios de PPF en el grupo control, procedimos a evaluar
el mismo parametro en el grupo ryanodina. Encontramos que en este grupo no existe
una diferencia significativa entre las respuestas a la estimulacién de pulso pareado
registradas antes y 60 minutos después de la aplicacién del protocolo LFS (p >0.05, t-
test pareado. Figura 15 B). De igual forma, en el analisis general la respuesta PPF post-
LTD tiene un incremento porcentual de tan solo el 2.4 £7.5 % con referencia a los

valores PPF pre-LTD.

Finalmente, al comparar el grupo ryanodina frente al grupo control, encontramos
que también existe una diferencia significativa entre los PPF post-LTD (*p<0.05, t-test

no pareado). Las trazas representativas de muestran en la figura 13, panel inferior.
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Figura 15| El bloqueo de la liberacion de Ca2?* a través del RyR impide los cambios de PPF
inducidos por la LTD. (A y B) Ilustran como varian los valores de PPF correspondientes a los
intervalos de 10, 20, 50, 100 y 200 ms. Los circulos abiertos (azul y verde) indican los valores
PPF registrados pre-LTD, mientras que los circulos solidos (azul y verde) indican la respuesta
PPF post-LTD en los grupos control y ryanodina, respectivamente. N=5 animales, Grupo
control: 13 rebanadas, grupo Ry: 10 rebanadas. Los valores se presentan como la media +
SEM.

Los resultados obtenidos muestran que la respuesta a la estimulacién de pulso
pareado se incrementa significativamente posterior a la induccién y expresion de la LTD,
y que este cambio no se observa en los cortes cuya funcion del RyR se encuentra
inhibida. Esto nos sugiere que la expresion de la LTD requiere de cambios presinapticos,
y que la liberacion de Ca?* mediada por los RyR contribuye a la generacion de estos

cambios presinapticos.

4.3 Los cambios en la respuesta a la estimulacion de pulso pareado se

generan en la misma linea de tiempo que la expresion de la LTD.

Para comprobar que los cambios observados en PPF corresponden a
modulaciones presinapticas causadas por la expresion de la LTD, evaluamos como varia
la respuesta al estimulo pareado a un ISI fijo (50 ms) durante la LTD. Ademas,

evaluamos a que tiempo de haber aplicado el protocolo se empieza a dar el cambio.
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De acuerdo a como se muestra en la figura 16, observamos que las respuestas
de PPF en el grupo control se incrementan con la misma temporalidad con la que se
establece la LTD posterior a la aplicacién del protocolo de LFS, hasta que adquiere un
comportamiento constante. Mientras que, la respuesta PPF en el grupo ryanodina se
mantiene sin mayores cambios incluso después de haber aplicado el protocolo LFS,

obsérvese la figura 16 B.

Posteriormente, analizamos las variaciones de PPF posteriores a la induccion de
la LTD, separandolas en intervalos de tiempo. Encontramos que, en el grupo control el
incremento en la respuesta al pulso pareado es estadisticamente significativo a partir de
los 15 minutos posteriores tras aplicado el protocolo LFS, en comparacion con los valores
pre-LTD (**p <0.05, t-test pareado), y que esta significancia se mantuvo hasta el
periodo de 50-60 min en que se detuvo el experimento. Por otra parte, las respuestas
de PPF en el grupo ryanodina no mostraron diferencias a ningun intervalo de tiempo

post-LTD en comparacion con las respuestas pre-LTD.
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Figura 16| Curso temporal de los cambios en PPF asociados al curso de tiempo de la LTD. A)
Curso temporal de la pendiente del fEPSP durante la LTD. B) Panel superior, trazas representativas
superpuestas de los valores de PPF en rebanadas control en el ISI fijo de 50 ms, registradas antes

(@) y 60 minutos después de la induccion de LTD (b). El nimero 1° y 2° representan el primer y
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segundo fEPSP, respectivamente. Barra de escala: 0.5mV; 20ms. Panel inferior, ejemplifica los
cambios en la respuesta de PPF en el ISI fijo de 50 ms, registrados antes y después de la aplicacion
del protocolo LFS. N=5 animales, Grupo control: 13 rebanadas, grupo Ry: 10 rebanadas. Grupo
de control (circulos azules) y grupo de ryanodina (circulos verdes). Los valores se presentan como
la media £SEM.

Estos datos sugieren que la expresion y mantenciéon de la LTD requiere de
mecanismos presinapticos que se consolidan a partir de los 15 minutos posteriores a la
induccion de la LTD, y que la liberacion de Ca?* mediada por los RyR contribuye al

desarrollo de estos mecanismos.
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5| DISCUSION.

Los principales hallazgos del presente estudio realizado en las rebanadas de
hipocampo de ratas jovenes son: (1) el bloqueo de la liberacion de Ca?* desde las
reservorios de Ca?* sensibles a ryanodina inhibe la induccion de LTD en las sinapsis
colaterales de Schaffer-CA1, confirmando el hallazgo previamente publicado por Arias et
al., 2017; (2) en las mismas sinapsis, la respuesta a la estimulacién de pulso pareado
se incrementa significativamente posterior a la induccion y expresion de la LTD, mientras
gue la inhibicién de la funciéon del RyR impide este cambio y, (3) los cambios que se
generan en el PPF tras la induccion de LTD siguen la misma linea de tiempo que la

expresiéon de LTD.
La incubacioén con ryanodina no afecta la transmision sinaptica basal.

Estudios como el de Arias-Cavieres et al., (2017) demuestran que tanto las
concentraciones activadoras como las concentraciones inhibitorias de ryanodina no
influyen en las respuestas input/output, un parametro electrofisioldgico aplicado
comunmente para valorar el estado basal de la transmision sinaptica en las sinapsis
CA3-CA1l (76). De igual forma, otros estudios han demostrado que los factores como
amplitud de FV, las amplitudes de fEPSP o las pendientes de fEPSP no se ven afectadas
por la inhibicion del RyR en condiciones normales (35, 129, 130). Aqui, nosotros
corroboramos estos datos al valorar la PPF durante los registros en condiciones
normales, observando que las magnitudes de las pendientes de los fEPSP no varian
significativamente entre los grupos de trabajo, sugiriendo que la transmision sinaptica

basal se mantuvo inalterada en nuestro grupo experimental.
La LTD depende los canales intracelulares de Calcio sensibles a ryanodina

Estudios previos han postulado a la liberacién de Ca?* inducida por Ca?* mediada
por el canal del RyR, como una sefial que amplifica y regula dinamicamente los niveles
presinapticos de Ca?* (110, 125, 131, 132). En el hipocampo, esta funcién ha sido
relacionada con la sefializacion presinaptica de la liberacion del NT y la PS a largo plazo
(121, 132). Por ejemplo, el estudio realizado por Reyes y Stanton (1996), sugirié un

papel para la liberacion de Ca?* mediada por RyR en la induccidén de LTD, encontrando
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gue su participacion se daba exclusivamente a nivel presinaptico (133), estos datos
fueron apoyados por otros estudios que confirmaron que la incubacidon con ryanodina
inhibitoria bloquea completamente la induccién de la LTD evocada por un protocolo LFS
a 1Hz, mientras que las modulaciones activadoras mejoraban de forma considerable la
respuesta a LTD (113-115, 125, 131). De igual forma, se ha demostrado que los ratones
mutantes deficientes de la isoforma RyR3 no expresan LTD en las sinapsis CA3-CAl
(134). Por lo tanto, la inhibicién o eliminacién de RyR a través de técnicas farmacoldgicas
0 genéticas, que impide la induccién de LTD, han demostrado que la liberaciéon de Ca?*

a través de los canales del RyR es critica para la induccion de LTD.

En este estudio, confirmamos que la incubacién prolongada (>1 h) de rebanadas
de hipocampo con ryanodina en concentraciones inhibitorias (20 uM) bloqued
completamente la induccién de LTD evocada por estimulacion de LFS. Sugiriendo una
participacion importante de la liberacion de Ca?* mediada por el canal del RyR, en los

mecanismos de expresion de la LTD.
Rol presinaptico para los RyR en la plasticidad sinaptica.

Como se menciond con anterioridad, PPF es una forma de STP que resulta de una
interaccion entre el Ca?* presinaptico residual, el nimero de vesiculas disponibles para
la liberacion, y la sensibilidad de los mecanismos de liberacion de vesiculas al Ca?* (43,
47); por ende es considerado como un indicador de la actividad presinaptica utilizado
para evaluar los cambios que ocurren a nivel presinapticos durante formas de plasticidad
a largo plazo como LTP (135, 136) y la LTD (33, 45). Se sabe también que PPF es un
indicador de la Pr, debido a que se relaciona inversamente con este parametro (43), es
decir, si Pr inicial es alta, significaria que la mayoria de los terminales presinapticos
liberaran el neurotransmisor en respuesta al primer estimulo, por ende, el efecto de
cualquier nivel de Ca?* residual para mejorar Pr en respuesta a un segundo estimulo
sera minimo, y la relacién PPF sera pequefia. Por el contrario, cuando Pr es muy bajo,
se liberan pocos terminales en respuesta al primer estimulo, por lo que el efecto de un
aumento Ca?* residual hara que se liberen muchos mas terminales en respuesta a un

segundo estimulo, y la relacién PPF sera alta.
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Con esto en mente valoramos nuestros primeros resultados, donde observamos
que en el grupo control existe un cambio significativo entre los valores de PPF antes y
despues de inducir la LTD, ver la figura 15. Inicialmente, contamos con valores de PPF
inferiores a 1.5, pero post-LTD se incrementan de manera significativa a los intervalos
de 20 y 50 ms, sugiriendo que si inicialmente habia mayor disponibilidad de vesiculas
para liberar el NT, posterior a la LTD pudo existir una reorganizacién de ellas que llevo
a una menor probabilidad para liberar el NT. Este resultado es consistente con la
hipdtesis que la expresion de LTD involucra cambios en el movimiento de vesiculas
sinapticas y liberacion del NT (76, 124). Esto en parte, podria deberse a un
reordenamiento de los grupos de vesiculas, pues se ha visto que posterior a inducir una
LTD los niveles de fosforilacion de la sinapsina I, una proteina involucrada en la
organizacion y reordenamiento de las reservas de vesiculas, muestra un incremento

significativo en comparacién con niveles basales (97, 115).

Por otro lado, tambien podria ser un reflejo de una alteracién en la actividad de
los reguladores de Ca?* intracelulares, pues, el hecho de que exista mayor cantidad de
Ca?* residual disponible para liberar el NT y aumentar la respuesta al segundo estimulo,
es un indicio de que las proteinas que estaban sensando el Ca2* en un inicio, han
disminuido su actividad. Sin embargo, estas son teorias que requieren mayor

experimentacion para poder corroborar.

Por otra parte, trabajos previos han propuesto que las reservas internas de Ca?*
participan activamente en la modulacion de la liberacion del NT, mediante la
amplificacion del Ca?* intracelular (102, 117), entre estos, la participacién de las
reservas presinapticas de Ca?* sensibles a ryanodina ha sido ampliamente debatida
(132, 137), obteniendo resultados muy heterogéneos. Por ejemplo, Empage et al.,
(2001) afirmoé que CICR a través de los canales sensibles a ryanodina tenia un efecto
directo en los incrementos de Ca?* presinapticos y en la liberacién del NT, debido, a una
posible ubicacién preferencial de los RyR cerca de los canales dependientes de voltaje
en la AZ (113); esta hipoétesis fue fuertemente debatida por Carter et al., (2002) cuyo
estudio afirmdé que para las sinapsis excitatorias del hipocampo, las reservas internas
de Ca?* y el CICR no contribuyen a la liberacion del transmisor (45). Posteriormente,

Shimizu et al., (2008) estudiando las sinapsis de las fibras musgosas del hipocampo
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observd que al tratarlas con cafeina y ryanodina, dos moduladores del RyR, en
concencentraciones bajas actuaban como potentes inductores de la liberacién de Ca?*
desde las reservas sensibles a la ryanodina, provocando la elevacién de los niveles
presinapticos de Ca%* y mejorando la liberacion del transmisor (131). Un estudio similar
pero en las sinapsis CA3-CA1 observaron el mismo efecto, pero con la sorpresa de que

ryanodina en concentraciones inhibitorias (100 uM) no generaba ningun cambio (35).

Esta discrepancia entre resultados podria ser indicativo de varias situaciones, por
un lado, la respuesta distinta entre cada region del hipocampo puede deberse a la
distribucion heterogénea del RyR, a los diferentes mecanismos compensatorios
posteriores al influjo de Ca?*, y en parte al hecho de que la funcion de CICR sea
dependiente de la actividad (129, 131), pues se ha encontrado que el efecto de CICR en
la facilitacién a corto plazo se observa predominantemente a frecuencias de estimulacion
moderadas (10-20 Hz), pero no bajas (<5 Hz) (129, 138). Mientras que por otro lado,
la ausencia de un efecto con concentraciones inhibitorias de ryanodina nos puede sugerir
que en condiciones normales el Ca?* provisto por los RyR es muy bajo y/o lento, haciendo
gue una disminucidon de su funcién a corto plazo inducida por ryanodina sea casi
indetectable; al contrario, las modulaciones activadoras de CICR generarian una
liberacion activa de Ca?*, que localmente se refleje como una mayor participacion de
CICR en la liberacién del NT (102).

De esta forma, los cambios que observamos en PPF en nuestro estudio, sugieren
que la expresion de la LTD requiere de cambios en las concentraciones de Ca?* citosoélico
presinaptico, inducidos durante la estimulacion de baja frecuencia, pues esta
ampliamente demostrado que cualquier manipulacion que pueda alterar el Ca?*
presinaptico tiende también a alterar la magnitud de PPF (19, 43). Por ejemplo, el
amortiguamiento de las concentraciones de Ca?* presinapticos, mediante componentes
quelantes de Ca?* como el EGTA y BAPTA (139, 140) , tienden a reducir la facilitacion
de PPF. Asi como la delecion de los genes de proteinas de unidon a Ca?* como la
parvalbumin, incrementa la facilitacion en las sinapsis cerebelares (141). Sin embargo,
debemos recalcar que, para mantener estos cambios por largos periodos como se
muestran en nuestro estudio, es probable que haya mecanismos adicionales
involucrados. Con base en estos datos y nuestros resultados, podemos sugerir que el

cambio en las concentraciones de Ca?* presinaptico, que se refleja como un aumento en
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PPF y que se ve inhibido por |la ausencia de funcion del RyR, requiere de la participacion
de CIRC mediado por RyR, un proceso que probablemente adquiere fuerza durante la
induccion de la LTD debida a la alta demanda de Ca?* necesaria para activar la cascada
de fosforilacion de proteinas que modulan la respuesta sindptica a un nivel mas bajo
(LTD).

Recordemos que en el hipocampo, la bidireccionalidad de la PS a largo plazo esta
mediada por la regulacién hacia arriba y hacia abajo de la fosforilacion de proteinas
intracelulares (142, 143); las proteinas quinasas son cruciales para LTP (61, 94),
mientras que las fosfatasas pueden desempefiar papeles esenciales en LTD (53). Sin
embargo, varios estudios han demostrado que tanto la LTD como la LTP pueden verse
afectadas por inhibidores de las proteinas quinasas (52, 53, 94). Por lo tanto, es posible
gue exista una ruta de sefalizacién donde la activacidon de las quinasas conduce a la
activacion de fosfatasas o viceversa, y que el estado de fosforilacién en un punto
particular de la ruta de sefalizacion es crucial para determinar la direccién de la PS. Por
ende, es concebible que durante la STP la liberacion de Ca?* a través del RyR, no
participe activamente en la fosforilacion de proteinas para la liberacion rapida del NT,
pero que si sea relevante durante la induccion y expresion de la LTD para modular la

liberacidon del NT y mantener este cambio por largo plazo (94, 144).

Finalmente, en nuestro estudio confirmamos que para la expresion de la LTD se
requiere la participacidon activa del RyR, ademas sugerimos que la liberacion de Ca?* a
través del RyR es necesaria para mantener los cambios en la liberacidon del NT a largo
plazo. Sin embargo, no podemos descartar la participacion de mecanismos adicionales
como la liberacién de Ca?* a través de los canales del IP3R, o incluso la participacion
combinada del componente postsinaptico. Por tanto, hacemos énfasis en que la
evidencia emergente sugiere que la plasticidad expresada pre y postsinapticamente
comparten propiedades comunes que amplian el rango dindmico y el repertorio mediante
el cual las neuronas codifican la informacién. Por ende, para profundizar nuestros
resultados, sugerimos realizar otro tipo de estudios, como valorar las sefiales de
liberacion de Ca?* mediada por CICR a nivel presinaptico mediante sondas intracelulares
de Ca?* y/o valorar el movimiento de vesiculas mediante marcaje con sondas
fluorescentes. Con estos estudios, se podra ampliar mucho mas la informacion sobre el

comportamiento de RyR a nivel presinaptico.
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6| CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la PPF con y sin inhibicién del RyR, sugieren que la
CICR mediada por RyR no modifica la actividad sinaptica basal, antes de la induccion de
LTD. Sin embargo, 15 minutos después de la induccion de LTD se observaron cambios

en PPF, los que fueron inhibidos por ryanodina en condiciones inhibitorias.

Por consiguiente, sugerimos que la depresidn sinaptica a largo plazo inducida por
estimulacién de baja frecuencia induce cambios en el terminal presinaptico que involucra
liberacion de Ca 2* mediada por RyR desde los depdsitos intracelulares en las sinapsis

CA3-CA1 de las rebanadas de hipocampo de ratas jovenes.
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