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ABREVIATURAS 

 

µl: micro litro 

µM: micro molar 

ACSF: fluido cefalorraquídeo artificial 

Ca+2: Catión calcio 

CO2: Dióxido de carbono gaseoso 

I/O: input/output 

ISI: intervalo entre estímulo 

LFS: estimulación de baja frecuencia 

LTD: depresión de largo plazo 

LTD: potenciación de largo plazo 

ml: mililitro 

mM: mili molar 

NT: neurotransmisor 

O2: oxígeno gaseoso 

PPF: facilitación de pulso pareado 

RE: retículo endoplásmico 

RyR: Receptor de Ryanodina 

RYR1: Receptor de Ryanodina tipo 1 

RYR2: Receptor de Ryanodina tipo 2 

RYR3: Receptor de Ryanodina tipo 3 

SEM: error estándar de la media 
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RESUMEN 

La plasticidad sináptica se define como cambios dependientes de la actividad en 

la eficacia sináptica. En particular, la depresión a largo plazo (LTD) requiere de la entrada 

y amplificación de señales de Ca2+. El receptor de ryanodina (RyR), un canal que permite 

la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) desde el retículo endoplásmico, juega un 

papel crítico en la LTD; sin embargo, su contribución a nivel presináptico ha sido poco 

estudiado. En este trabajo, estudiamos la participación de los RyRs en los mecanismos 

presinápticos de la LTD. Nosotros planteamos la siguiente hipótesis: a nivel presináptico, 

CICR mediada por RyR contribuye a la LTD. Como objetivo general: evaluar la 

contribución de CICR, en la plasticidad presináptica a largo plazo. Como objetivos 

específicos: i) determinar si la LTD induce cambios a largo plazo en la facilitación de 

pulso pareado (PPF), un tipo de plasticidad presináptica; ii) determinar si la inhibición 

de los RyRs afecta este comportamiento. Usando técnicas electrofisiológicas y rebanadas 

de hipocampo de rata, encontramos que, en el grupo control se induce depresión en la 

transmisión sináptica posterior a la inducción de LTD, la cual se acompaña por un 

aumento significativo en la PPF; mientras que, la inhibición de los RyRs bloquea tanto la 

LTD como los cambios a largo plazo en PPF. Los datos sugieren que la inducción de la 

LTD activa mecanismos presinápticos que involucran la salida de Ca 2+ mediada por RyR 

en las sinapsis CA3-CA1 de las rebanadas de hipocampo de ratas. 

 

 

Palabras claves: plasticidad sináptica, depresión de largo plazo, facilitación de pulso 

pareado, receptor de ryanodina, hipocampo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5 

1| INTRODUCCIÓN 

Las experiencias, los hábitos 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 específicos (1, 2). El mecanismo por el cual la actividad neuronal 

generada por una experiencia modifica la función cerebral es mediante cambios en la 

transmisión sináptica; característica denominada plasticidad sináptica (PS). Durante las 

últimas décadas la PS ha sido objeto de una intensa investigación, pues se considera 

que su entendimiento proporcionaría una mejor comprensión de los mecanismos 

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

En este estudio, revisaremos los principales conceptos básicos detrás de la PS 

para luego continuar con la descripción de algunos tipos de PS centrándonos en la 

depresión a largo plazo (LTD), ya que, los mecanismos presinápticos que operan, así 

como también, la importancia del Ca2+ 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 básicas estructurales y funcionales del cerebro. 

Las neuronas se encuentran organizadas en grandes y complejas redes denominadas 

circuitos neuronales, cuya función principal es procesar la información proveniente de 

estímulos 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 están conformadas por tres componentes principales, las 

dendritas, el soma y el axón. Las dendritas son ramificaciones procedentes del soma, 

que captan las señales provenientes de otras neuronas y las dirigen hacia el soma, éste 

procesa la información y genera una señal de salida, que viaja a través del axón y es 

retransmitida hacia otras neuronas (9, 10). La zona de comunicación entre dos neuronas 

se denomina sinapsis, la neurona que transmite la señal recibe el nombre de neurona 

presináptica y la que la recibe se denomina neurona postsináptica, mientras que, el 

espacio que separa los compartimientos pre y post sináptico se denomina hendidura 
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sináptica (10), los detalles se muestran en la figura 1.   

TIPOS DE SINAPSIS  

Existen dos tipos principales de sinapsis: química y eléctrica. Por un lado, las 

células conectadas a través de sinapsis eléctricas están 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 comunicación en las sinapsis químicas implica la 

liberación de sustancias químicas, conocidos como neurotransmisores (NT), desde el 

terminal presináptico, su difusión a través de la hendidura sináptica y su unión a los 

receptores de la membrana postsináptica (10, 11), refiérase a la figura 1. La unión de 

los NT a los receptores postsinápticos provoca la despolarización de la membrana en el 

caso de las sinapsis excitadoras cuyo NT es el glutamato (12), o la hiperpolarización de 

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

 

Figura 1| Estructura de la neurona y la sinapsis. Izquierda: Las células nerviosas tienen 3 regiones 

principales: dendrita, cuerpo celular y axón. Derecha: Ilustración de la unión de sinapsis entre la 

neurona presináptica y la neurona postsináptica, y su estructura esquemática en sinapsis química 

y sinapsis eléctrica. 

Dendritas

Cuerpo celular
(soma)

Axón

Sinapsis

Neurona presináptica

Neurona postsináptica

Hendidura sináptica
glutamato

Receptores 
postsinápticos

Vesículas sinápticas

Sinapsis química
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1.2  PLASTICIDAD SINÁPTICA 

La PS se refiere principalmente al fortalecimiento o debilitamiento en la 

estructura, función y eficacia sináptica (fuerza de conexión) entre las neuronas pre y 

postsinápticas, en una forma dependiente de actividad (14). Este tipo de plasticidad 

puede implicar cambios en la eficacia de los contactos sinápticos existentes, formación 

de nuevos contactos sinápticos, y/o eliminación de los contactos ya existentes (9, 15, 

16). Dichos cambios dependen a su vez de la coordinación espacio-temporal de (a) el 

número de receptores en la membrana postsináptica, (b) la cantidad de NT liberados 

desde la neurona presináptica, y (c) la sensibilidad de los receptores postsinápticos 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 más largos como horas, días e incluso semanas (20), 

conocida como PS a largo plazo. De este último grupo, las formas mejor estudiadas son  

la potenciación a largo plazo (LTP: long-term potentiation), y la depresión a largo plazo 

(LTD: long-term depression) (21, 22).   
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La PS a largo plazo, su observación en distintas regiones del cerebro (23-26) y 

la capacidad de bloquear su inducción con agentes farmacológicos junto con interrumpir 

la adquisición del aprendizaje (4, 27, 28), son consistentes con la idea de que la PS 

puede desempeñar 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 SINÁPTICA 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 mamíferos (7). El circuito 

principal de procesamiento de información en el hipocampo es la vía excitatoria 

 

Figura 2| Inducción y expresión de la plasticidad sináptica (PS). La estimulación fuerte y 

repetitiva sobre la neurona presináptica provoca la liberación del glutamato, una vez libre en la 

hendidura sináptica, el glutamato, puede activar los receptores postsinápticos: AMPA y NMDA. La 

activación del canal NMDA permite la entrada de Ca2+, que es un paso crítico en la inducción de 

la PS, direccionando hacia la LTP o la LTD, dependiendo del patrón de la entrada de Ca2+. En este 

caso se muestra una activación preferente de proteínas quinasas. Entre los pasos que conducen 

a la expresión de PS, están: un aumento en la liberación de glutamato, reclutamiento de los 

nuevos receptores AMPA para aumentar la sensibilidad de la respuesta postsináptica, y cambios 

estructurales que podrían incluir la formación de nuevas sinapsis. 
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trisináptica (29) que parte con la estimulación de las fibras nerviosas de la vía 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 región 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 pirámides CA1 (10, 14). Finalmente, las células de CA1 envían 

sus axones al subículum y a las capas profundas de la corteza entorrinal cerrando el 

circuito,en la figura 3.  

Figura 3| Diagrama del circuito 

trisináptico del hipocampo. El 

estímulo llega al hipocampo a 

través de los axones de la vía 

perforante, hacia las células 

granulares del giro dentado, éstas 

proyectan sus axones (fibras 

musgosas) hacia CA3 que, a su 

vez, se proyectan hacia las células 

piramidales CA1 a través de 

colaterales Schaffer. Nótese que 

los tres sub campos principales 

tienen una organización laminar en 

la que los cuerpos celulares están 

fuertemente empaquetados en una disposición en forma de C entrelazada, con fibras aferentes 

que terminan en regiones selectivas del árbol dendrítico. Modificada de Neves y col, 2008.  

Gran parte de este circuito básico se conserva en los cortes transversales del 

hipocampo, y se han caracterizado ampliamente mediante técnicas electrofisiológicas, 

bioquímicas 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 

mamíferos (33-36) . Por ende, un gran número de investigaciones utilizan los cortes 

transversales de hipocampo mantenidas in vitro como modelo experimental para el 

estudio electrofisiológico de la PS.    
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1.2.2 PROTOCOLOS DE INDUCCIÓN 

La principal característica de un protocolo de inducción de PS es el número de 

pulsos (estímulos) y la frecuencia con las que se aplican sobre la sinapsis, a esto se le 

conoce como un tren de estímulos (37). Los trenes de estímulos son muy importantes 

dado que la información que una neurona debe transmitir se encuentra codificada en 

ellos. En este contexto, para inducir una LTP se aplican, por ejemplo, protocolos de 

estimulación theta (TBS: theta-burst stimulation) consistentes en cuatro trenes de 

estímulos administrados a intervalos de 20 segundos durante 1 minuto (37, 38). 

Mientras que, los protocolos de estimulación 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 estimulación son los que mejor imitan 

los patrones de activación neuronal fisiológica (21, 37).  

1.2.3 REGISTRO ELECTROFISIOLÓGICO: RESPUESTA POSTSINÁPTICA 

En cuanto al registro electrofisiológico, 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 estimulación se aplica sobre la 

neurona presináptica, y se registra la respuesta sobre la neurona postsináptica. La 

respuesta postsináptica típica consiste en una traza compuesta por un "fiber volley", que 

es una medida de la respuesta presináptica evocada por el estímulo en el sitio de 

registro, y el potencial excitatorio postsináptico de campo (fEPSP: field excitatory 

postsynaptic potential) que es una medida del cambio de potencial en el tiempo 

(despolarización) en las neuronas postsinápticas (41), véase el esquema en la figura 4. 

En este caso, el parámetro típicamente medido es la pendiente inicial de la curva del 

fEPSP, la amplitud máxima absoluta de los EPSP también se puede medir, sin embargo, 

ésta es más propensa a la contaminación con otras fuentes de flujo de corriente como 

señales inhibitorias compensatorias y/o potenciales de acción que se puedan evocar 
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durante el estímulo (21, 41).  

1.3 PLASTICIDAD SINÁPTICA A CORTO PLAZO: FACILITACIÓN DE PULSO 

PAREADO  

En la región del hipocampo, si la neurona presináptica recibe estimulación 

pareada con intervalos de tiempo en milisegundos, la respuesta postsináptica evocada 

por el segundo estímulo tiende a presentar mayor amplitud (facilitación) que la 

respuesta evocada por el primer estímulo, a esto se conoce como facilitación de pulso 

pareado (PPF: paired-pulse facilitation), que gráficamente se representa como la relación 

entre la segunda respuesta sobre la primera (42-44), véase la figura 5.  

 

 

Figura 4| Registro electrofisiológico extracelular típico en un corte transversal del hipocampo.  A) 

circuito hipocampal CA3-CA1 que muestra la ubicación de los electrodos de estimulación y 

registro. B) Ejemplo de un registro de potencial excitatorio postsináptico de campo (fEPSP), 

indicando su fiber volley y el artefacto de estímulo. También se muestra la medida de la amplitud 

de la curva (línea verde), y la pendiente inicial (línea naranja). C) ejemplos de dos respuestas 

prototípicas superpuestas siendo (a) la respuesta inicial y (b) la respuesta posterior al protocolo 

de estimulación. Arriba muestra una respuesta potenciada, mientras que en la parte inferior se 

muestra una respuesta deprimida. 
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El PPF ha sido utilizado ampliamente como un indicador de actividad pr 

esináptica, 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 más alta, 

como es caso del hipocampo (33, 45). 

 

Figura 5| Representación gráfica de la facilitación del pulso pareado (PPF). A) la activación con 

pares de estímulos separados por un tiempo (Δt) evoca un fEPSP con la segunda respuesta (b) 

más grande que la primera (a). B) la gráfica de (b/a) vs. Δt, muestra el curso de tiempo típico de 

la PPF donde la magnitud de la facilitación disminuye a medida que aumenta el intervalo entre 

pulsos. Modificado de Jackman SL & Regehr WG, 2017. 

El fenómeno de PPF es explicado generalmente por la hipótesis de Ca2+ residual 

propuesta por Katz y Miledi (46), donde se afirma que la facilitación de pulso se debe a 

que una fracción del flujo de Ca2+ presináptico, generado por el primer estímulo, podría 

persistir en las terminales nerviosas después de la primera descarga, sumarse al Ca2+ 

local evocado por el segundo estímulo, y generar una señal de Ca2+ más grande que 

conlleve a una mayor liberación del NT, con el correspondiente aumento de la respuesta 

postsináptica (46-48). Sin embargo, la facilitación 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 regulación y secuestro del 

Ca2+, así como, la respuesta inhibitoria complementaria (42), ver figura 5, panel 

izquierdo.   
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1.4 LA PLASTICIDAD SINÁPTICA 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 

sináptica está controlada, al menos parcialmente, por el equilibrio entre las actividades 

de las proteínas quinasas y fosfatasas, críticas para la inducción de LTP o LTD (51-53).  

A su vez, esta bidireccionalidad dependerá en gran parte del patrón de entrada del Ca2+ 

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

Tanto para la LTP como la LTD los mecanismos mejor estudiados son los 

postsinápticos, que constan de la sincronización de los receptores ionotrópicos de 

glutamato: el receptor de ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico 

(AMPAR) y, el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR) (12). Por el contrario, siendo 

aún poco estudiada, los cambios a largo plazo que ocurren a nivel presináptico se han 

asociado a cambios en la probabilidad de liberación de glutamato y el movimiento de 

 

Figura 6| Modelo para la inducción de LTP y LTD. Durante la estimulación, el Ca2+ ingresa a las 

espinas dendríticas a través de los receptores NMDA. La estimulación de alta frecuencia (HFS) 

causa la fosforilación (a través de proteínas quinasas) de una proteína de sinapsis, y la 

estimulación de baja frecuencia (LFS) causa la desfosforilación (a través de proteínas fosfatasas) 

de la misma proteína sináptica. El estado de fosforilación de esta proteína ayuda a controlar la 

fuerza sináptica. HFS: estimulación de alta frecuencia, LFS: estimulación de baja frecuencia, 

[Ca2+]i: concentración de calcio intracelular. 
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vesículas (28, 50, 54). 

1.4.1 LTP dependiente de NMDAR 

La forma más 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 conexión sináptica, que requiere la movilización de los receptores de AMPA 

hacia la superficie de la membrana postsináptica, en conjunto con la activación de los 

receptores de NMDA durante la despolarización postsináptica fuerte (39, 57).   

El receptor de AMPA tiene un canal permeable a cationes monovalentes (Na+ y 

K+) y su activación, mediante la unión del glutamato, proporciona la mayor parte de la 

corriente interna de iones que genera un cambio eléctrico y por ende la despolarización 

de la membrana (58). Por otro lado, en estado basal de transmisión los NMDAR 

presentan un bloqueo del canal iónico con Mg2+; sin embargo, durante la despolarización 

postsináptica fuerte, debido al ingreso de iones a través del AMPAR, el Mg2+ es disociado 

del canal, lo que permite la entrada de Ca2+ al terminal postsináptico (23, 59). Debido a 

que su contribución a las respuestas postsinápticas requiere tanto la liberación 

presináptica de glutamato como la despolarización postsináptica debido a la activación 

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

Una vez activado el NMDAR, el aumento en la concentración de Ca2+ dentro del 

terminal postsináptico activa principalmente proteínas quinasas, como la calmodulina-

quinasa II (CaMKII), cuya señalización conduce a un aumento en la conductancia del 

canal de AMPAR, además de promover la incorporación de AMPAR adicionales en la 

superficie de la membrana postsináptica (61, 62), el esquema se detalla en la figura 7.   
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1.4.2 LTD dependiente de NMDAR  

En contraste con la LTP, la LTD abarca un debilitamiento robusto y sostenido en 

la eficacia sináptica, cuya intensidad se relaciona directamente con la disminución en la 

probabilidad de liberar el glutamato (22, 63). La LTD se ha observado en muchas 

sinapsis, incluyendo el hipocampo (63, 64), amígdala (24, 65), y cerebelo (66). La 

creciente evidencia sugiere que la LTD podría representar un proceso crítico para los 

mecanismos como: prevenir la saturación sináptica en redes neuronales (6), y aumentar 

la capacidad de almacenamiento de memoria (67). 

Post sinápticamente, la LTD implica incrementos moderados en la concentración 

de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) (21, 68), inducidos por la aplicación de protocolos de LFS, 

que promueve una activación preferencial de enzimas fosfatasas (53, 69).  Un ejemplo, 

Figura 7| Modelo del tráfico de AMPAR durante LTP y LTD. En el estado basal (parte superior), 

los AMPAR circulan entre la membrana postsináptica y los compartimentos intracelulares. Después 

de la inducción de LTP, hay una mayor exocitosis y estabilización del receptor en la sinapsis a 

través de un proceso que involucra CAMKII. Después de la inducción de LTD, se produce una 

endocitosis mejorada del receptor que involucra proteínas fosfatasas, principalmente calcineurina 

y proteínas fosfatasas 1 (PP1). Tomada de Citri & Malenka, 2008. 



 

 

16 

es la calcineurina que desfosforila el inhibidor-1 que conduce a la activación de la 

proteína fosfatasa 1 (PP1) (69), responsables de las desfosforilaciones en subunidades 

AMPAR que terminarán en su endocitosis con la consecuente expresión de LTD (22, 70), 

refiérase a la figura 7. Por el contrario, a nivel presináptico la LTD se asocia con la 

disminución en la Pr del glutamato (68, 71). El proceso preciso mediante el cual la 

liberación 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 vesículas (SV: synaptic vesicle) (72, 73) y los incrementos transitorios 

de las [Ca2+]i (74-76).  

1.4.2.1 FACTORES PRESINÁPTICOS RELEVANTES EN LA LTD 

 

a) Cambios en la exocitosis de vesículas presinápticas 

La exocitosis vesicular está estrechamente regulada en el terminal presináptico 

(77) y es un determinante importante de la probabilidad de liberación del NT (73, 78). 

La liberación del NT desde las vesículas sinápticas comienza con la llegada de los 

potenciales de acción a los extremos presinápticos, la apertura de canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (VGCC), la entrada de Ca2+ y la exocitosis del NT (79-81) desde 

las zonas activas (AZ: active zone), zonas de la membrana presináptica, especializadas 

en la liberación del NT (82, 83).  

En las sinapsis del hipocampo, la población de vesículas que soportan la liberación 

del NT  puede dividirse funcionalmente en dos subgrupos: una fracción de reciclaje, que 

sufre fácilmente exocitosis y recambio de vesículas, y un grupo residual en reposo (82, 

84). Si bien, el número total de vesículas sinápticas en el terminal presináptico no es un 

indicador confiable de la Pr,  ya que no todas contribuyen al rendimiento sináptico 

impulsado por la actividad,  es la movilización de vesículas desde el pool de vesículas 

fácilmente liberables hacia la AZ la que tiene una correlación positiva significativa con la 

Pr (85-87).  

b) Señalización presináptica de Ca2+ 

El Ca2+ desempeña un papel clave en la modulación de la PS. La hipótesis actual 
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predominante es que las propiedades cuantitativas de la señal de Ca2+ dentro del 

terminal presináptico, al igual que en el postsináptico, determinan si se desencadena la 

LTP o la LTD. Por un lado, la LTD requeriría un aumento moderado de Ca2+ (52, 88, 89), 

mientras que la LTP un aumento fuerte más allá de algún valor umbral crítico (21).  

En el terminal presináptico, al igual que en el postsináptico, la calmodulina, una 

proteína sensor de alta afinidad al Ca2+, es la principal responsable de comunicar las 

variaciones en la concentración intracelular de Ca2+, hacia otras proteínas (90-92), entre 

éstas, a la calmodulin-quinasa II dependiente de Ca2+(CaMKII) (52, 93). Varios estudios, 

han demostrado que la CaMKII presináptica juega un rol importante en la inducción de 

la LTD, pues al inhibir la actividad presináptica de esta quinasa se ve afectada la 

depresión de la eficacia sináptica (93, 94). Entre los sustratos de la CaMKII se destaca 

la sinapsina I, una proteína vesicular sináptica que está involucrada directamente con la 

distribución de las vesículas dentro del compartimento presináptico (95, 96). Evidencia 

reciente ha demostrado que la fosforilación de synapsina I, por parte de la CaMKII, 

conduce a un aumento en el conjunto de vesículas fácilmente liberables, lo que aumenta 

la disponibilidad de vesículas 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 distribución del grupo de vesículas fácilmente liberables, no necesariamente se 

acompaña de cambios en la liberación del NT (97), y que la actividad presináptica de 

CaMKII puede potenciar o deprimir la transmisión sináptica dependiendo del patrón de 

estimulación sináptica (88).   

Por su parte, los incrementos de Ca2+ dentro del compartimento presináptico 

tiene dos elementos importantes: a) el ingreso del Ca2+ extracelular que inicia el proceso 

de exocitosis (98) y, b) la salida de Ca2+ desde reservorios intracelulares que amplifican 

la señal de Ca2+ (91, 99). Para el segundo caso, se ha demostrado que la liberación de 

Ca2+ desde el retículo endoplásmico (RE), a través de los receptores de ryanodina (RyR) 

e inositol-3-fosfato (IP3), amplifican la señalización de Ca2+ (100-102) y, por lo tanto, 

podrían modular la maquinaria de liberación del NT (101). 

1.5 LA LIBERACIÓN DE CA2+ A TRAVÉS DEL RECEPTOR DE RYANODINA.  

Los RyR toman su nombre de su unión de alta afinidad con la ryanodina, un 



 

 

18 

alcaloide vegetal, permeable a las células que tiene la particularidad de actuar como 

activador del canal en concentraciones menores a 10 µM y como inhibidor en 

concentraciones mayores a 10 µM (103-105). Las tres principales isoformas del receptor 

(RyR1, RyR2 y RyR3) se expresan ampliamente en el musculo esquelético, tejido 

cardíaco 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 Ca2+ a través del mecanismo de la liberación de Ca2+ 

inducida por Ca2+ (CICR) desde el RE (103).  

CICR es un proceso de amplificación de la señal de Ca2+ que se inicia por la 

afluencia de Ca2+ a través de canales de Ca2+ dependientes de voltaje presentes en la 

membrana, o a través de la activación de la liberación de Ca2+ desde el RE mediada por 

los IP3R, en este caso el Ca2+ liberado por los IP3R estimula a los RyR que libera Ca2+ al 

citosol (45, 108, 109). Esta amplificación de la señal de Ca2+ presináptica influye en 

mecanismos como la liberación espontánea y provocada de NT (35, 110), la sincronía 

de la fusión de las SV (111, 112), cambios a nivel de Pr (74), todo esto en conjunto, 

involucraría 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 liberación de Ca2+ a través del RyR en la liberación del neurotransmisor 

(NT). Tras la estimulación, la concentración de Ca2+ en el terminal presináptico se eleva 

drásticamente debido a la afluencia de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ dependientes de 

voltaje (VGCC) y la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) desde el retículo endoplásmico 

(RE), mediada por los receptores de ryanodina (RyR). Dado que la elevación citosólica de Ca2+ 

dependiente de IP3R suele ser suficiente para estimular los RyR, se cree que IP3R y RyR cooperan 

en el inicio y la propagación de CICR. La liberación de Ca2+, ya sea aumentada o disminuida, desde 

estos reservorios afecta a la concentración de Ca2+ citosólico presináptico [Ca2+], y esto a su vez, 

modifica la magnitud de la liberación de vesículas sinápticas. 

1.5.1 REGULACIÓN DEL RECEPTOR DE RYANODINA 

Los RyR presenta una estructura molecular compleja, que exhibe sitios de 

activación con alta afinidad de Ca2+, que desencadenan la liberación del Ca2+ desde el 

lúmen del RE, pero también sitios inhibidores de baja afinidad de Ca2+, por lo que, 

presenta una dependencia bifásica al Ca2+ citosólico (116-119). Esto significa que, 

cuando la [Ca2+]i está por debajo de un umbral crítico, los iones Ca2+ activan los canales 
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del RyR para promover la liberación de Ca2+ desde el RE, pero cuando se excede este 

umbral crítico, hay más disponibilidad de Ca2+ para unirse a los sitios de inhibición, lo 

que conduce a la atenuación de la liberación de Ca2+ y la restauración de la [Ca2+]i a 

niveles de reposo (100). El canal de liberación también puede ser regulado 

indirectamente, por proteínas de unión a Ca2+ en ambos lados de la membrana del ER 

(101). Por ejemplo, la calmodulina puede activar o inhibir RyR dependiendo de las 

concentraciones de Ca2+ (120), mientras que la Ca2+/CaMKII se asocia, fosforila y regula 

la actividad de RyR en el corazón y el músculo esquelético (111). Por el otro lado, la 

calsequestrina (CSQ) y la calreticulina, dos proteínas principales de unión al Ca2+ luminal 

en la luz del RE, están asociadas al funcionamiento del RyR y son responsables de 

aumentar el poder de amortiguamiento de Ca2+ dentro del RE (104, 121).  

La liberación de Ca2+desde el RE también está acoplada a los mecanismos de 

eliminación de Ca2+. Mientras que la extrusión de Ca2+ a través de la bomba de Ca2+ de 

la membrana plasmática (PMCA: Plasma membrane calcium pump) sirve para reducir la 

[Ca2+]i y limitar el CICR (100, 122), el secuestro de Ca2+ dependiente de la bomba de 

Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SERCA: sarcoplasmic reticulum calcium pump) 

promueve la absorción de Ca2+ dentro del RE para su liberación posterior (123).  

1.6 MECANISMOS PRESINÁPTICOS VERSUS POSTSINÁPTICOS 

Uno de los aspectos de LTD más intensamente estudiados y menos resueltos se 

refiere al lugar de expresión de la LTD (33, 78). El debate "pre" versus "post" discute 

sobre si los cambios relevantes para la inducción y mantenimiento de la LTD residen 

pre-sinápticamente, manifestándose como un descenso en la liberación del NT o un 

fenómeno similar, o post-sinápticamente, 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 últimos años mayor evidencia se ha acumulado hacia la 

hipótesis "pre" frente a la hipótesis "post", revelando un rol importante para los RyRs. 

Sin embargo, aún no se ha identificado una señal específica de Ca2+ atribuible a la 

liberación de Ca2+ mediada por RyR o IP3R durante la inducción de LTD, ni se ha 

investigado directamente la contribución presináptica de estos receptores. 



 

 

21 

 Con base en esto y los antecedentes antes presentados, en nuestro estudio 

pretendemos proporcionar información sobre un presumible rol presináptico para los RyR 

en la expresión 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 cómo la modificación de la 

actividad del RyR, mediante la aplicación de concentraciones inhibitorias de ryanodina, 

afecta este tipo de PS. 
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2| HIPÓTESIS 

 

La liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ desde compartimentos intracelulares 

presinápticos sensibles a ryanodina contribuye a la inducción de la depresión 

sináptica a largo plazo en la región CA3-CA1 de rebanadas de hipocampo de ratas.   

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la contribución de la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+, mediada 

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

por estimulación de baja frecuencia en rebanadas de hipocampo de ratas jóvenes. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Determinar cambios en la facilitación 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 CA1 en 

rebanadas de hipocampo de rata.  

Racional: Los experimentos propuestos nos permitirán evaluar, por medio 

de la estimulación de pulso pareado, si hay cambios en el componente 

presináptico durante la depresión sináptica a largo plazo. 

 

II. Determinar si la inhibición de la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ 

mediada por el receptor de ryanodina, afecta la facilitación de pulso 

pareado veinte minutos antes y una hora después de la aplicación 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 permitirán determinar la 

participación de la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ mediada por RyR 

en los procesos presinápticos que ocurren durante la depresión a largo 

plazo. 
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3| METODOLOGÍA 

 

3.1 DISEÑO EXPERIMENTAL 

El presente estudio corresponde a un diseño experimental, no aleatorizado. Se 

trabajó con un tamaño muestral de 5 ratas Sprague Dawley, machos de entre 21 a 30 

días de edad. 

La parte experimental se realizó 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 diseño general se presenta en la figura 9, los detalles de cada 

proceso se describen más abajo.  

 

Criterios de exclusión:  

 En rebanadas: 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 permitía diferenciar todas las zonas 

características del hipocampo. 

 En Registros: fueron descartados todos aquellos registros cuya respuesta basal 

no se estabilizó en un máximo de una hora o cuyas respuestas se fueran 

incrementado o deprimiendo desproporcionalmente en el tiempo.  



 

 

24 

  

  

 

 

 

 

Figura 9| Representación esquemática del diseño experimental. 
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3.2 MATERIALES 

Todos los reactivos utilizados en este estudio fueron de grado analítico. Las 

soluciones stock de ryanodina fueron preparadas en agua y se almacenaron en alícuotas 

a -20 ºC antes de la descongelación y dilución hasta sus concentraciones finales en 

solución de fluido cefalorraquídeo artificial (ACSF) (en mM: 124 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2 

CaCl2, 1,25 NaH2PO4, 26 NaHCO3, pH 7,4, 10 glucosa). La solución de ACSF se mantuvo 

en constante oxigenación en proporción 95% O2 / 5% CO2.  

3.3 ANIMALES  

Se trabajó con ratas macho Sprague Dawley entre 21 y 30 días de edad 

provenientes de las instalaciones de animales de la Universidad de Valparaíso (n=5). La 

comida y el agua fueron provistas ad libitum; con ciclos de luz / oscuridad de 12 / 12 

horas.  

Todo el experimento se llevó a cabo siguiendo los lineamientos y reglamentos 

para el cuidado y uso de animales con fines científicos. Nos limitamos a seguir las pautas 

ARRIVE para informar sobre la investigación en animales del Centro Nacional para el 

Reemplazo, Refinamiento y Reducción de Animales en Investigación, Londres, Reino 

Unido (126), que es utilizado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales 

de Laboratorio de la Universidad de Valparaíso (CICUAL-UV)(127). 

3.4 OBTENCIÓN DE REBANADAS DE HIPOCAMPO 

En primera instancia los animales fueron sometidos a anestesia profunda por 

saturación, dentro de un recipiente de plástico 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 aplicó eutanasia por decapitación; el corte se realizó a nivel 

cervical usando una guillotina para ratas. Por un lado, el cuerpo del animal se envasó, 

etiquetó y eliminó como material biológico de acuerdo a los protocolos correspondientes. 

Por otro lado, utilizando material quirúrgico esterilizado se inició la rápida extracción de 

los cerebros para colocarlos en una plata Petri con papel absorbente impregnado de 



 

 

26 

buffer de disección en frío (en mM: 212,7 sacarosa, 10 glucosa, 5 KCl, 1,25 NaH2PO4, 2 

MgCl2, 1 CaCl2, 26 NaHCO3, pH 7,4, oxígeno (95% O2 / 5% CO2).  

El cerebelo y una pequeña sección de la corteza frontal fueron removidos por 

corte de bisturí, y los cerebros fueron hemi seccionados a lo largo de la fisura 

longitudinal, los detalles se muestran en la figura 10. Mediante disección se obtuvo la 

región del hipocampo, se perfiló la forma del hipocampo a una disposición más 

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 disección helado oxigenado (95% O2 / 5% CO2) y los 

hipocampos fueron cortados en rebanadas transversales de 400 µm de ancho. Se obtuvo 

un mínimo 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 cámara de 

inmersión provista con solución de ACSF y constante oxigenación (95% O2 / 5% CO2), 

dejando estabilizar las rebanadas a temperatura ambiente durante 1 h. El número 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 

concentración 20 µM durante 1 hora). 
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3.4.1 INCUBACIÓN CON RYANODINA [20 µM] 

Una vez obtenidas las rebanadas, las que fueron destinadas a incubación con 

ryanodina se colocaron dentro de la cámara de inmersión con una concentración de 

ryanodina de 20 µM en un volumen de 2 ml de buffer ACSF y se mantuvieron en 

incubación por un lapso de 1 hora, para posteriormente someterlas al registro 

electrofisiológico. 

3.5 REGISTRO ELECTROFISIOLÓGICO DEL HIPOCAMPO 

Los experimentos electrofisiológicos se realizaron como se describe en  Arias-

Cavieres, et al. 2017 (128). Se trabajó en equipo Set Up conformado por dos cámaras 

de registro de inmersión, cada una de ellas con la capacidad de estimular dos rebanadas 

dentro de la misma cámara. Por ende, fue posible estimular un total de 4 rebanadas 

simultáneamente. A su vez, cada cámara de registro de inmersión mantiene un flujo 

 

Figura 10| Representación gráfica de la disección del hipocampo y la obtención de las rebanadas 

de hipocampo. 
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constante (2 ml / min) de buffer ACSF con constante oxigenación (95% O2 / 5% CO2) y 

control de temperatura (30 ± 2 °C).  

Los potenciales excitatorios postsinápticos 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 estimulación bipolares concéntricos (Warner 

instruments), y se registraron extracelularmente con microelectrodos de vidrio rellenos 

de ACSF (2–3 MΩ) colocados a nivel stratum radiatum de la región CA1 del hipocampo.  

Las respuestas basales se grabaron utilizando la intensidad de estimulación 

necesaria para evocar el 50 % de la respuesta máxima. Una vez establecido esto, se 

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

 Primero: se evaluó los componentes de la respuesta presináptica mediante el 

análisis de la facilitación de pulso pareado (PPF pre-LTD). Para esto, se aplicaron 

un par de pulsos (estímulos) cada 15 s con intervalos de tiempo entre estímulos 

(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 relación entre los valores de la 

pendiente inicial del fEPSP evocada por el segundo estímulo sobre la pendiente 

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

 

 Segundo: se evaluó la plasticidad sináptica a largo plazo, mediante el análisis 

de la LTD, ésta fue inducida mediante un protocolo de estimulación de baja 

frecuencia (LFS) consistente en 900 pulsos a 1 Hz. La respuesta se registró 

manteniendo una estimulación de pulsos pareados, con un ISI fijo de 50 ms, 

emitidos cada 15 s. Se registró la respuesta sináptica basal durante 20 minutos 

(línea base) y luego se aplicó el protocolo LFS.  Los fEPSP fueron registrados 

durante 60 min adicionales posteriores a la aplicación del LFS.  

Para el análisis de resultados las respuestas sinápticas 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 línea base, ver Tabla 1.  
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 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 razón de la diferencia entre PPF post-LTD y PPF pre-LTD, para PPF 

promedio inicial, expresado como un porcentaje, es decir, 0% corresponde a ningún 

cambio en PPF post-LTD. La magnitud de los fEPSP del par de estímulos se definió de 

manera similar, como la razón entre la diferencia de la pendiente (1° o 2° estímulo) 

   

Figura 11| Esquema del procedimiento electrofisiológico aplicado a cada rebanada en los grupos 

control y tratado con ryanodina [20µM]. El proceso se representa en una línea continua que indica 

que se trabajó sobre la misma rebanada. Los protocolos parten una vez que la respuesta se 

estabiliza. Primero, se registra PPF pre-LTD que se evalúa mediante la aplicación 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 evalúa nuevamente la PPF post-LTD.  

Inter-stimulus interval (ISI)

1° pulso 2° pulso

Pendiente fEPSP

Pulso pareado

Registro electrofisiológico:

Respuesta estable

PPF 
pre-LTD LFS

PPF 
post-LTD

60min20min

Línea base
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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% correspondió a la ausencia de la 

depresión de la respuesta y los valores negativos correspondieron a la depresión post-

LTD, ver Tabla 1.  

Tabla 1: Fórmulas de referencia para la representación gráfica de los resultados. 

Parámetro Fórmula 

PPF 
pendiente 2

pendiente 1
 

Pendiente de fEPSP (% línea 

base) 

(pendiente post. LTD − pendiente pre. LTD)

pendiente pre. LTD promedio
x 100% 

Cambio en PPF (% línea base) 
(PPF post. LTD − PPF pre. LTD)

PPF pre. LTD promedio
x 100% 

 

3.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 El análisis estadístico se realizó con el software GraphPad (San 225 Diego, CA). 

Los valores se presentan como la media ± SEM. Se evaluó distribución normal de los 

datos mediante prueba de Shapiro-Wilks. Para datos paramétricos, se aplicó t-test de 

dos colas no pareado para comparación entre los dos grupos mientras que, para las 

comparaciones dentro de un mismo grupo se aplicó prueba t-test pareado. Para 

comparaciones múltiples se aplicó el test de ANOVA correspondiente. Para datos no 

paramétricos se aplicó el test U de Mann-Whitney para comparación entre grupos, y test 

de Wilcoxon para comparación dentro de un mismo grupo. Un valor de p <0.05 fue 

considerado estadísticamente significativo. 
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4| RESULTADOS 

 

4.1 La inhibición del receptor de ryanodina bloquea la inducción de la LTD. 

En primer lugar, para establecer si la incubación con ryanodina [20µM] influye en 

la señalización 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 línea base entre 

los grupos experimentales. Después del análisis estadístico encontramos que los cortes 

de hipocampo incubados durante 60 minutos con ryanodina [20 μM] no presentaron 

diferencias significativas en las pendientes de los fEPSPs en comparación con las 

respuestas del grupo control (p˃0.05; test U de Mann-Whitney) durante el registro de la 

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

Posteriormente, evaluamos si la inhibición de la función del canal de RyR afecta 

la capacidad de la sinapsis para desarrollar plasticidad sináptica.  Para probar esto, en 

ambos grupos experimentales a los 20 minutos de mantenerse registrando la línea base 

se aplicó un protocolo LFS (1 Hz / 15 min) para inducir una LTD.  En los cortes del grupo 

control, conformado por trece rebanadas, encontramos una reducción significativa en 

las pendientes de los fEPSPs registrados posterior a la inducción de la LTD. Con 

referencia a las pendientes de la línea 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 

inducción 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 electrofisiológico, mostraron que el bloqueo la función de los RyR 

impide la inducción 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 línea base como 100%(p ˃0,05; test de Wilcoxon). Mientras 

que, en la comparación entre grupos las rebanadas control presentaron mayor grado de 

LTD en comparación con las rebanadas tratadas con ryanodina (***p <0.05 test U de 

Mann-Whitney).  
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Figura 12| La inhibición del receptor de ryanodina bloquea la inducción 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 aplicación del protocolo de LFS en rebanadas del hipocampo control 

(13) y rebanadas tratadas con ryanodina (10). A la derecha: barras de calibración (amplitud: mV; 

tiempo: ms). Panel inferior, presenta cómo varía la pendiente del fEPSP en el curso del tiempo, 

registradas antes y después de la inducción de LTD en cortes control (círculo azul) y cortes con 

ryanodina (círculo verde). El protocolo LFS se indujo en el momento indicado por la barra negra. 

La línea horizontal discontinua indica la línea 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 (línea 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 inhibición no afecta la transmisión sináptica basal, 

pero sí impide la inducción de la LTD en las sinapsis CA3-CA1.  

4.1 La inhibición de la función del RyR no afecta la respuesta de PPF en 

condiciones basales. 
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 Para evaluar si la inhibición de la liberación de Ca2+ mediada por RyR afecta la 

respuesta presináptica en condiciones basales, determinamos la respuesta de la sinapsis 

a la estimulación 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 estimulación 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 análisis 

estadístico se muestra en la figura 14.  

 De igual forma, se puede observar que los dos grupos (control y ryanodina) 

muestran un PPF más 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 

ningún ISI. Véase la figura 14. 

 

 

 Figura 13| Comparación de trazas representativas de PPF en el grupo control y el grupo tratado 

con ryanodina [20 µM]. 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 estímulo son los que varían en mayor 

o menor proporción de acuerdo al ISI. Panel inferior: muestra las trazas representativas 

registradas después de la inducción 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 visualización.  

10 20 50 100 200 10 20 50 100 200

Intervalo entre estímulo (ms)
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Los datos demuestran que la incubación con ryanodina [20 μM] no afecta la 

respuesta de PPF en las sinapsis CA3-CA1 en condiciones basales. Sugiriendo que la 

inhibición de la función de RyR no modifica la generación de señales presinápticas de 

Ca2+ involucradas en esta respuesta rápida.  

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

PPF causados por la expresión 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 cómo varía la respuesta presináptica posterior a la inducción de 

la LTD. Para esto, evaluamos la respuesta a la estimulación de pulso pareado 60 min 

después de haber aplicado el protocolo LFS para inducir la LTD en ambos grupos 

experimentales.  

 

 Figura 14| Comparación de PPF pre-LTD en el grupo control y el grupo tratado con ryanodina 

[20 µM]. Izquierda: la gráfica ilustra cómo varían los valores promedios de la PPF según 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. 
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Como se aprecia en la figura 15 A, en el grupo control la expresión de la LTD influyó 

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 parámetro en el grupo ryanodina. Encontramos que en este grupo no existe 

una diferencia significativa entre las respuestas a la estimulación de pulso pareado 

registradas antes y 60 minutos después de la aplicación del protocolo LFS (p ˃0.05, t-

test pareado. Figura 15 B). De igual forma, en el análisis 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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Los resultados obtenidos muestran que la respuesta a la estimulación de pulso 

pareado se incrementa significativamente posterior a la inducción y expresión de la LTD, 

y que este cambio no se observa en los cortes cuya función del RyR se encuentra 

inhibida. Esto nos sugiere que la expresión de la LTD requiere de cambios presinápticos, 

y que la liberación de Ca2+ mediada por los RyR contribuye a la generación de estos 

cambios presinápticos. 

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

generan en la misma línea de tiempo que la expresión de la LTD. 

Para comprobar que los cambios observados en PPF corresponden a 

modulaciones presinápticas causadas por la expresión de la LTD, evaluamos cómo varía 

la respuesta al estímulo pareado a un ISI fijo (50 ms) durante la LTD. Además, 

evaluamos a que tiempo de haber aplicado el protocolo se empieza a dar el cambio.  

Figura 15| El bloqueo de la liberación de Ca2+ a través del RyR impide los cambios de PPF 

inducidos por la LTD. (A y B) Ilustran como varían los valores de PPF correspondientes a los 

intervalos de 10, 20, 50, 100 y 200 ms. Los círculos abiertos (azul y verde) indican los valores 

PPF registrados pre-LTD, mientras que los círculos sólidos (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. 
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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 aplicación 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 inducción de 

la LTD, separándolas en intervalos de tiempo. Encontramos que, en el grupo control el 

incremento en la respuesta al pulso pareado es estadísticamente significativo a partir de 

los 15 minutos posteriores tras aplicado el protocolo LFS, en comparación con los valores 

pre-LTD (**p ˂0.05, t-test pareado), y que esta significancia se mantuvo hasta el 

período 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 ningún intervalo de tiempo 

post-LTD en comparación con las respuestas pre-LTD.  

 

 

 

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 

(a) y 60 minutos después de la inducción de LTD (b). El número 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 aplicación 

del protocolo LFS. N=5 animales, Grupo control: 13 rebanadas, grupo Ry: 10 rebanadas.  Grupo 

de control (círculos azules) y grupo de ryanodina (círculos verdes). Los valores se presentan como 

la media ±SEM. 

 

Estos datos sugieren que la expresión y mantención de la LTD requiere de 

mecanismos presinápticos que se consolidan a partir de los 15 minutos posteriores a la 

inducción de la LTD, y que la liberación de Ca2+ mediada por los RyR contribuye al 

desarrollo de estos mecanismos.   
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5| DISCUSIÓN. 

Los principales hallazgos del presente estudio realizado en las rebanadas de 

hipocampo de ratas jóvenes son: (1) el bloqueo de la liberación de Ca2+ desde las 

reservorios de Ca2+ sensibles a ryanodina inhibe la inducción 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 estimulación de pulso pareado 

se incrementa significativamente posterior a la inducción y expresión de la LTD, mientras 

que la inhibición de la función del RyR impide este cambio y, (3) los cambios que se 

generan en el PPF tras la inducción de LTD siguen la misma línea de tiempo que la 

expresión de LTD.  

La incubación con ryanodina no afecta la transmisión sináptica 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 parámetro electrofisiológico aplicado 

comúnmente para valorar el estado basal de la transmisión sináptica en las sinapsis 

CA3-CA1 (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 inhibición del RyR en condiciones normales (35, 129, 130). Aquí, 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 varían 

significativamente entre los grupos de trabajo, sugiriendo que la transmisión sináptica 

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 liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ mediada 

por el canal del RyR, como una señal que amplifica y regula dinámicamente los niveles 

presinápticos de Ca2+ (110, 125, 131, 132). En el hipocampo, esta función ha sido 

relacionada con la señalización presináptica de la liberación del NT y la PS a largo plazo 

(121, 132). Por ejemplo, el estudio realizado por Reyes y Stanton (1996),  sugirió un 

papel para la liberación de Ca2+ mediada por RyR en la inducción de LTD, encontrando 
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que su participación se daba exclusivamente a nivel presináptico (133), estos datos 

fueron apoyados por otros estudios que confirmaron que la incubación con ryanodina 

inhibitoria bloquea completamente la inducción 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-CA1 

(134). Por lo tanto, la inhibición o eliminación de RyR a través de técnicas farmacológicas 

o genéticas, que impide la inducción de LTD, han demostrado que la liberación de Ca2+ 

a través de los canales del RyR es crítica para la inducción de LTD.  

En este estudio, confirmamos que la incubación prolongada (˃1 h) de rebanadas 

de hipocampo con ryanodina en concentraciones inhibitorias (20 µM) bloqueó 

completamente la inducción de LTD evocada por estimulación de LFS. Sugiriendo una 

participación importante de la liberación de Ca2+ mediada por el canal del RyR, en los 

mecanismos de expresión de la LTD.  

Rol presináptico para los RyR en la plasticidad sináptica. 

Como se mencionó con anterioridad, PPF es una forma de STP que resulta de una 

interacción entre el Ca2+ presináptico residual, el número de vesículas disponibles para 

la liberación, y la sensibilidad de los mecanismos de liberación de vesículas al Ca2+ (43, 

47); por ende es considerado como un indicador de la actividad presináptica utilizado 

para evaluar los cambios que ocurren a nivel presinápticos 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 parámetro (43), es 

decir, si Pr inicial es alta, significaría que la mayoría de los terminales presinápticos 

liberarán el neurotransmisor en respuesta al primer estímulo, por ende, el efecto de 

cualquier nivel de Ca2+ residual para mejorar Pr en respuesta a un segundo estímulo 

será mínimo, y la relación PPF será pequeña. Por el contrario, cuando Pr es muy bajo, 

se liberan pocos terminales en respuesta al primer estímulo, por lo que el efecto de un 

aumento Ca2+ residual hará que se liberen muchos más terminales en respuesta a un 

segundo estímulo, y la relación PPF será 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 

despúes 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 vesículas 

para liberar el NT, posterior a la LTD pudo existir una reorganización de ellas que llevó 

a una menor probabilidad para liberar el NT. Este resultado es consistente con la 

hipótesis que la expresión de LTD involucra cambios en el movimiento de vesículas 

sinapticas y liberación del NT (76, 124). Esto en parte, podría deberse a un 

reordenamiento de los grupos de vesículas, pues se ha visto que posterior a inducir una 

LTD los niveles de fosforilación de la sinapsina I, una proteina involucrada en la 

organización y reordenamiento de las reservas de vesículas, muestra un incremento 

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

  Por otro lado, tambien podría ser un reflejo de una alteración en la actividad de 

los reguladores de Ca2+ intracelulares, pues, el hecho de que exista mayor cantidad de 

Ca2+ residual disponible para liberar el NT y aumentar la respuesta al segundo estímulo, 

es un indicio de que las proteínas que estaban sensando el Ca2+ en un inicio, han 

disminuido su actividad. Sin embargo, estas son teorías que requieren mayor 

experimentación para poder corroborar.  

Por otra parte, trabajos  previos han propuesto que las reservas internas de Ca2+ 

participan activamente en la modulación de la liberación del NT, mediante la 

amplificación del Ca2+ intracelular (102, 117), entre estos, la participación de las 

reservas presinápticas de Ca2+ sensibles a ryanodina ha sido ampliamente debatida  

(132, 137), obteniendo resultados muy heterogéneos. Por ejemplo, Empage et al., 

(2001) afirmó que CICR a través de los canales sensibles a ryanodina tenía un efecto 

directo en los incrementos de Ca2+ presinápticos y en la  liberación del NT, debido, a una 

posible ubicación preferencial de los RyR cerca de los canales dependientes de voltaje 

en la AZ (113); esta hipótesis fue fuertemente debatida por Carter et al., (2002) cuyo 

estudio afirmó  que para las sinapsis excitatorias del hipocampo, las reservas internas 

de Ca2+ y el CICR no contribuyen a la liberación del transmisor (45).  Posteriormente,  

Shimizu et al., (2008) estudiando las sinapsis de las fibras musgosas del hipocampo 
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observó que al tratarlas con cafeína y ryanodina, dos moduladores del RyR, en 

concencentraciones bajas actuaban como potentes inductores de la liberación de Ca2+ 

desde las reservas sensibles a la ryanodina, provocando la elevación de los niveles 

presinápticos de Ca2+ y mejorando la liberación 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 µM) no generaba ningun cambio (35).   

Esta discrepancia entre resultados podría ser indicativo de varias situaciones, por 

un lado, la respuesta distinta entre cada región del hipocampo puede deberse a la 

distribución heterogénea del RyR, a los diferentes mecanismos compensatorios 

posteriores al influjo de Ca2+, y en parte al hecho de que la función de CICR sea 

dependiente de la actividad (129, 131), pues se ha encontrado que el efecto de CICR en 

la facilitación a corto plazo se observa predominantemente a frecuencias de estimulación 

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 Ca2+ provisto por los RyR es muy bajo y/o lento, haciendo 

que una disminución de su función a corto plazo inducida por ryanodina sea casi 

indetectable; al contrario, las modulaciones activadoras de CICR generarían una 

liberación activa de Ca2+, que localmente se refleje como una mayor participación de 

CICR en la liberación del NT (102). 

De esta forma, los cambios que observamos en PPF en nuestro estudio, sugieren 

que la expresión de la LTD requiere de cambios en las concentraciones de Ca2+ citosólico 

presináptico, inducidos durante la estimulación de baja frecuencia, pues está 

ampliamente demostrado que cualquier manipulación que pueda alterar el Ca2+ 

presináptico tiende también a alterar la magnitud de PPF (19, 43). Por ejemplo, el 

amortiguamiento de las concentraciones de Ca2+ presinápticos, mediante componentes 

quelantes de Ca2+ como el EGTA y BAPTA (139, 140) , tienden a reducir la facilitación 

de PPF. Así como la delecion de los genes de proteínas de unión a Ca2+ como la 

parvalbumin, incrementa la facilitación 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 Ca2+ presináptico, que se refleja como un aumento en 
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PPF y que se ve inhibido por la ausencia de función del RyR, requiere de la participación 

de CIRC mediado por RyR, un proceso que probablemente adquiere fuerza durante la 

inducción de la LTD debida a la alta demanda de Ca2+ necesaria para activar la cascada 

de fosforilación de proteínas que modulan la respuesta sináptica a un nivel más bajo 

(LTD). 

Recordemos que en el hipocampo, la bidireccionalidad de la PS a largo plazo está 

mediada por la regulación hacia arriba y hacia abajo de la fosforilación de proteínas 

intracelulares (142, 143); las proteínas quinasas son cruciales para LTP (61, 94), 

mientras que las fosfatasas pueden desempeñar 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 proteínas quinasas (52, 53, 94). Por lo tanto, es posible 

que exista una ruta de señalización donde la activación de las quinasas conduce a la 

activación de fosfatasas o viceversa, y que el estado de fosforilación en un punto 

particular de la ruta de señalización es crucial para determinar la dirección de la PS. Por 

ende, es concebible que durante la STP la liberación de Ca2+ a través del RyR, no 

participe activamente en la fosforilación de proteínas para la liberación rápida del NT, 

pero que sí sea relevante durante la inducción y expresión de la LTD para modular la 

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

Finalmente, en nuestro estudio confirmamos que para la expresión de la LTD se 

requiere la participación activa del RyR, además sugerimos que la liberación de Ca2+ a 

través del RyR es necesaria para mantener los cambios en la liberación del NT a largo 

plazo. Sin embargo, no podemos descartar la participación de mecanismos adicionales 

como la liberación de Ca2+ a través de los canales del IP3R, o incluso la participación 

combinada del componente postsináptico. Por tanto, hacemos énfasis en que la 

evidencia emergente sugiere que la plasticidad expresada pre y postsinápticamente 

comparten propiedades comunes que amplían el rango dinámico y el repertorio mediante 

el cual las neuronas codifican la información. Por ende, para profundizar nuestros 

resultados, sugerimos realizar otro tipo de estudios, como valorar las señales de 

liberación de Ca2+ mediada por CICR a nivel presináptico mediante sondas intracelulares 

de Ca2+ y/o valorar el movimiento de vesículas mediante marcaje con sondas 

fluorescentes. Con estos estudios, se podrá ampliar mucho más la información sobre el 

comportamiento de RyR a nivel presináptico. 
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6| CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en la PPF con y sin inhibición del RyR, sugieren que la 

CICR mediada por RyR no modifica la actividad sináptica 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 depresión sináptica a largo plazo inducida por 

estimulación de baja frecuencia induce cambios en el terminal presináptico que involucra 

liberación de Ca 2+ mediada por RyR desde los depósitos intracelulares en las sinapsis 

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