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Localizacién de las isoformas 2y 3 del receptor de ryanodina en espinas dendriticas

de neuronas de cultivos primarios de hipocampo de rata

VII. Resumen

El hipocampo es una region del cerebro implicada en la plasticidad sinptica y la formacion
de la memoria; ambos procesos requieren sefales neuronales de Ca?* generadas por la
entrada de Ca?" a través de canales de Ca?" de la membrana plasmatica y la liberacion de
Ca?* del reticulo endoplasmico (RE). Mediante la liberaciéon de Ca?* inducida por Ca?, el
receptor de ryanodina (RyR), un canal de Ca?* residente en el RE, amplifica y propaga las
sefales de entrada de Ca?', lo que conduce a la activacion de las vias de sefializacién
citoplasmaticas y nucleares dependientes de Ca?' necesarias para los procesos de
plasticidad sinaptica y memoria. Trabajos anteriores han demostrado que el hipocampo de
roedores expresa principalmente la isoforma RyR2, con niveles de expresion mas bajos de
la isoforma RyR3 y niveles casi indetectables de la isoforma RyR1,; tanto la isoforma RyR2
como la RyR3 tienen papeles centrales en la plasticidad sindptica y en los procesos de
memoria dependientes del hipocampo. Aqui describimos que las espinas dendriticas de las
neuronas primarias del hipocampo expresan la isoforma RyR3 del canal, que también se
expresa en el cuerpo neuronal y en las neuritas. Por el contrario, la isoforma RyR2, que se
expresa ampliamente en el cuerpo neuronal y en las neuritas de las neuronas primarias del
hipocampo, estd ausente de las espinas dendriticas. Proponemos que esta distribucion
asimétrica es relevante para la funciéon neuronal del hipocampo. Sugerimos que la isoforma
RyR3 amplifica las sefiales de entrada de Ca?* generadas por la actividad neuronal en las
espinas dendriticas postsinapticas, desde donde se propagan a la dendrita y activan
principalmente la liberacién de Ca?* mediada por la isoforma RyR2, lo que conduce a la
propagacion de sefales de Ca?* al soma y al nlcleo, donde activan la expresion de genes

que median la plasticidad sinaptica y la memoria.



VIII.

Localization of ryanodine receptor isoforms 2 and 3 in dendritic spines of neurons

from primary rat hippocampal cultures

Abstract

The hippocampus is a brain region implicated in synaptic plasticity and memory formation;
both processes require neuronal Ca?* signals generated by Ca?" entry via plasma
membrane Ca?" channels and Ca?* release from the endoplasmic reticulum (ER). Through
Ca?*-induced Ca?* release, the ER-resident ryanodine receptor (RyR) Ca?* channels amplify
and propagate Ca?* entry signals, leading to the activation of cytoplasmic and nuclear Ca?*-
dependent signaling pathways required for synaptic plasticity and memory processes.
Earlier reports have shown that the rodent hippocampus expresses mainly the RyR2
isoform, with lower expression levels of the RyR3 isoform and almost undetectable levels of
the RyR1 isoform; both the RyR2 and RyR3 isoforms have central roles in synaptic plasticity
and hippocampal-dependent memory processes. Here, we describe that dendritic spines of
primary hippocampal neurons express the RyR3 channel isoform, which is also expressed
in the neuronal body and neurites. In contrast, the RyR2 isoform, which is widely expressed
in the neuronal body and neurites of primary hippocampal neurons, is absent from the
dendritic spines. We propose that this asymmetric distribution is of relevance for
hippocampal neuronal function. We suggest that the RyR3 isoform amplifies activity-
generated Ca?* entry signals at postsynaptic dendritic spines, from where they propagate to
the dendrite and activate primarily RyR2-mediated Ca?* release, leading to Ca?" signal
propagation into the soma and the nucleus, where they activate the expression of genes

that mediate synaptic plasticity and memory.



1. Introduccion

Las células invierten una significativa cantidad de su energia en la mantencién de una
muy baja concentracién del i6n calcio libre (Ca?*) en el medio intracelular (<100 nM,
respecto a la concentracion de ~1,2 mM en el medio extracelular -12.000 veces mayor-), lo
cual permite la generacion de elevaciones transitorias de la concentracion de Ca?* ([Ca?"))
intracelular, definidas como sefiales de Ca?', las que a su vez logran iniciar o mediar
distintos eventos celulares (Hidalgo, C. et al. 2005). En el caso de las neuronas del sistema
nervioso central, la sefalizacién mediada por Ca?" estd involucrada en la secrecion de
neurotransmisores, la transmision sindptica, la excitabilidad neuronal, la expresion de genes
e incluso en procesos como el aprendizaje y la memoria (Santulli, G. & Marks A. R., 2015).
Asi, para el funcionamiento normal de las neuronas resulta necesaria la activacion
coordinada y sin interferencias de diversas vias dependientes de Ca?*, lo que es posible
gracias a la compartimentalizacién temporal y espacial del Ca?* en movimiento (Seymour-
Laurent, K. J. & Barish, M. E., 1995). La [Ca?!] intracelular puede aumentar en las neuronas
por distintas fuentes, ya que el Ca?* puede entrar desde el medio extracelular a través de
(1) canales de membrana presentes en espinas dendriticas, como los receptores de
glutamato, principalmente NMDA-R y AMPA-R, o bien a través de canales de Ca?*
dependientes de voltaje (VGCCs) presentes mayoritariamente en la membrana de las
dendritas y el soma neuronal; o (2) se pueden generar por libreacion de Ca?" desde
organelos que actian como reservorios intracelulares (mitocondrias y reticulo
endoplasmico -RE-) (Miyazaki, K., & Ross, W. N, 2013).

El Ca?* se puede liberar desde el RE a través de dos tipos de canales de Ca?* que se
encuentran en su membrana: los receptores de ryanodina -RyR- y los receptores de 1,4,5-
inositol trifosfato -IPsR- (Berridge M.J., 1998). La distribucion de RyR e IPsR en neuronas
del sistema nervioso central no es igual en todas las regiones en modelos murinos,
encontrandose IPsR en espinas dendriticas y dendritas de neuronas de Purkinje del
cerebelo, mientras que los canales RyR se encuentran en las dendritas de dichas neuronas,
pero no en sus espinas dendriticas (Seymour-Laurent, K. J. & Barish, M. E., 1995). Caso
contrario es lo que ocurriria en el hipocampo, region del cerebro directamente implicada en
aprendizaje espacial y memoria declarativa (Hidalgo, C. & Arias-Cavieres, A. 2016), dado
gue en las neuronas hipocampales se ha sugerido que son los canales RyR los que se

hallan en espinas dendriticas y dendritas, mientras que los IPsR s6lo se encuentran en
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dendritas y no en sus espinas (Seymour-Laurent, K. J. & Barish, M. E., 1995). Por otro lado,
recientemente se demostré que ambos canales, RyR e IPsR funcionan independientemente
en neuronas hipocampales (Chen-Engerer, H. J. et al. 2019), lo que a su vez se condice
con que se ha logrado clasificar los transitorios individuales de Ca?* por su cinética, seguin
si son producidos por la accién principal de RyR, IP:R, 0 ambos (Miyazaki, K., & Ross, W.
N, 2013). De todas formas, las sefales de Ca?* producidas por estos canales interactian
entre si, habiéndose reportado por ejemplo que la isoforma 2 de los canales RyR (RyR2)
amplifican y propagan las sefiales de Ca?* generadas en dendritas por el desenjaulamiento
de IP3 (Ramirez OA, et al., 2021). Asi, el funcionamiento en armonia de ambos tipos de
canales permite mantener una correcta sefializacion mediada por Ca?" en el medio
intracelular de las neuronas, ya que alteraciones en la liberacion de Ca?* desde el RE,
mediada por estos canales, se ha reportado como un mecanismo base de diversos tipos de
desérdenes neurolégicos (Santulli, G. & Marks A. R., 2015).

En la dltima década se ha demostrado que la liberacion de Ca?* mediada por RyRs
tiene un rol fundamental en el desarrollo de las espinas dendriticas, afectando procesos
como la plasticidad y la longevidad, ya que se ha encontrado que alteraciones de esta
sefalizacibn mediada por RyR en cualquier estadio del desarrollo resulta en un retardo en
la funcionalidad de las espinas, de la dendrita, y de toda la neurona, lo que lleva a un
deterioro cerebral e, inclusive, podria conducir a la enfermedad de Alzheimer (EA) (Segal,
M., & Korkotian, E., 2014; Paula-Lima A., et al., 2014). Los canales RyR poseen ademas
un rol clave en la regulacion de las sefiales de Ca?* intraneuronales gracias al fenémeno
conocido como liberacién de Ca?" inducida por Ca?" (CICR, por sus siglas en inglés),
causado por el agonismo que posee el Ca?" en la apertura de los canales RyR y que
provoca la salida masiva de Ca** desde el RE, amplificando la sefial (Meissner, G. 2017).
El proceso de CICR es esencial en el hipocampo para la plasticidad sinaptica, la plasticidad
estructural, y la formacion/consolidacion de la memoria espacial (Adasme T., et al., 2011,
Valdés-Undurraga, I., Lobos, P., et al., 2023; Paula-Lima, A. et al. 2014, More et al., 2018a
& 2018 b).

Los canales RyR se expresan en todos los 6rganos, existiendo tres isoformas descritas
en mamiferos: RyR1, presente en musculo esquelético; RyR2, candnicamente vinculada al
musculo cardiaco, pero abundante en neuronas; y RyR3, originalmente descrita en cerebro,

pero que posee una expresion ubicua (Abu-Omar, N. et al., 2018; Santulli, G. & Marks A.
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R., 2015). Actualmente se sabe que en el cerebro de mamiferos se expresan las tres
isoformas de RyR en diferentes proporciones segun la regién, aunque RyR2 posee la mayor
presencia de las tres de forma general (Abu-Omar, N. et al., 2018). En el hipocampo, la
expresion de RyR2 también predomina, mientras que RyR3 se expresa en menor medida,
y RyR1 posee niveles indetectables en cultivos primarios de hipocampo de rata (Figuras 1
y 2; Mori, F. et al., 2000; Adasme et al. 2011; Lobos, P., Cérdova, A. et al. 2021). Dicha
expresion diferencial de las isoformas en el hipocampo es concordante con que la
administracion en todo el cerebro de oligonucleétidos antisentido contra RyR2 o RyR3
provoca un deterioro del rendimiento de ratones en una tarea de evitacion pasiva, pero no
asi contra RyR1 (Galeotti, N, et al., 2008), lo que sugiere que los procesos de memoria

dependientes del hipocampo requieren canales RyR2 y RyR3 funcionales.

A C anti-RyR1 anti-RyR2
anti-RyR1 4 5 4 5
1 2 3 4
560kDa — - + RyR ™ ™
B anti-RyR2
2 3 4 5
560kDa — (il r ~4 <« RyR )

Figura 1. El hipocampo de rata no contiene la isoforma RyR1. Extraido de Lobos, P., Cordova,
A., Vega-Véasquez, |. et al., 2021. Simbologia: 1, homogeneizado de hipocampo embrionario de rata;
2, microsomas de hipocampo de rata adulta; 3, microsomas de cerebelo de rata adulta; 4,
homogeneizado de corazén de rata; 5, homogeneizado de musculo esquelético. En (A) se muestra
la especificidad de un anticuerpo contra RyR1, con un control positivo en el carril 3 (cerebelo), nula
sefial en hipocampo (carril 1 y 2), y un control negativo en el carril 4 (corazén). En (B) se muestra la
especificidad para el anticuerpo anti-RyR2, con presencia de sefial en hipocampo y cerebelo (carriles
2 y 3), control positivo carril 4 (corazon), y control negativo carril 5 (mdsculo esquelético). En (C) se
muestra otro western blot sélo para carriles 4 (corazén) y 5 (musculo esquelético), que son control

positivo y negativo para ambos anticuerpos evaluados, pero en sentido inverso.
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En particular, Ultimamente RyR2 ha tomado un rol protagoénico en la EA, considerando
su demostrada participacion en memoria y su modulacién redox relacionada directamente
con el estrés oxidativo asociado al envejecimiento (Arias-Cavieres, A. et al. 2017; More, J.
et al. 2018a; Yao, J. et al. 2020; Chami, M. & Checler, F. 2020). Por otro lado, como las
isoformas RyR1/RyR2 son esenciales para el funcionamiento del musculo esquelético y
cardiaco, respectivamente, RyR3 es la Unica isoforma de RyR cuyo knockout (KO) no es
letal (Futatsugi, A. et al., 1999). En estudios realizados con ratones KO para esta isoforma
se ha encontrado que el canal RyR3 es necesario para la induccion de una plasticidad
sindptica hipocampal conocida como depresién a largo plazo (LTD) en neuronas de ratén
de laregion CA1 (Futatsugi, A. et al., 1999); ademas, su ausencia también causa problemas
en el aprendizaje y memoria espacial en estos modelos (More, J. et al, 2018a & 2018b).
También se ha descrito que, al igual que lo que ocurre con RyR2, la expresion de la isoforma
RyR3 se encuentra alterada en la EA, tanto en humanos (Kelliher et al., 1999; Bruno, A.M.
etal., 2012; Koran, M.E. et al., 2014) como en modelos animales (Paula-Lima A. et al, 2011,
Liu, J. et al. 2014; More et al., 2018). También se ha reportado la directa implicancia de
RyR3y las sefiales mediadas por Ca?* en la regulacion de la amplitud y potenciacion de las
corrientes tardias de hiperpolarizacion lenta (sAHP) de neuronas hipocampales de ratén
(Tedoldi, A. et al., 2020), aumentando asi la evidencia de que RyR2/RyR3 serian las

isoformas especificas fundamentales para la correcta funcion del hipocampo.

Se sabe que el RE se distribuye en los distintos compartimentos de las neuronas tales
como dendritas, axones, soma y espinas dendriticas (Figura 2, Berridge M.J., 1998), y que
los canales RyR participan en la propagacion del Ca?* desde las espinas dendriticas y
dendritas hasta el interior del nacleo neuronal (Lobos, P., Cérdova, A. et al. 2021). Un
estudio reciente realizado en ratones que expresan RyR2 marcado con una proteina
fluorescente verde (GFP) demostré que GFP-RyR2 se detecta predominantemente en el
soma y las dendritas, pero no en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la
region hipocampal CA1 o en las neuronas granulares del giro dentado (Hiess, F., et al.,
2022). Sin embargo, eventos sindpticos aislados provocan la liberacion de Ca?" mediada
por RyR en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales CAl en cortes de
hipocampo de rata (Emptage, N., et al., 1999), lo que indica que expresan canales RyR
funcionales. Mas alin, se ha modelado la propagacién del Ca?* desde la espina hasta su

dendrita correspondiente, hallandose que en ausencia de los canales RyR esta propagacion
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no puede ocurrir, y que la difusién pasiva de Ca?* o incluso la presencia de canales IP3R no
resulta suficiente para generar la propagacion misma (Breit, M. et al., 2018). De manera
complementaria, a través de otros modelos computacionales se concluyd que no sélo
necesita de RyR al interior de la espina para lograr una correcta sefializacién, sino que
especificamente RyR debe posicionarse en la base de las espinas dendriticas para lograr
maximizar la eficiencia de la propagacion (Basnayake, K. et al., 2019). Este hallazgo fue
validado en el mismo estudio de forma experimental a través del desenjaulamiento de Ca?
y de glutamato en la espina, combinado con microscopia de superresolucion (reduccion de
emision estimulada, STED) para inmunotinciones de RyR y espinas dendriticas de
neuronas hipocampales en cultivo (Basnayake, K. et al., 2019). A pesar de lo anterior, aln
resta por estudiar el aporte de las isoformas individuales de RyR a la propagacion de las

sefales de Ca?* en estas neuronas.

Ca®

Ca"

Somali.c‘ ‘?

Ca® way c(‘j{:“ Synmpdc
K
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{‘-:.'--::.‘: i
N A

Ca’” WQW‘_
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Figura 2. Esquema del reticulo endopldsmico neuronal, y propagacién de sefiales de Ca?* en

Nucleus

neuronas. Extraido de Berridge M.J., 1998. llustra la extensién del RE neuronal, el cual puede llegar
a todos los compartimentos de la célula. Propone al RE como organelo clave para la amplificacién
de sefiales de Ca?* sinipticas y somaticas a través de CICR hacia el nucleo (avalado por Lobos, P.,
Cérdova, A. et al. 2021).

Si las isoformas RyR2/3 actian de una forma redundante o especializada en esta
propagacion del Ca?*, es algo que aun no se ha establecido con claridad, principalmente
debido a la dificultad que conlleva desarrollar herramientas isoforma-especificas debido a
su gran tamafio (4 subunidades de ~5000 aminoacidos cada una) y la identidad entre
isoformas (cerca del 70% de la secuencia, Meissner, G. 2017). A pesar de ello, hemos

reportado preliminarmente y de forma pionera la presencia de RyR3 y la exclusién de RyR2
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en espinas dendriticas de neuronas en cultivo primario de hipocampo (Figura 3, Adasme et
al. 2011); sin embargo, dicha observacion no ha sido profundizada mediante analisis
cuantitativo. El presente proyecto busca estudiar si existe una distribucion diferencial de
estas isoformas de RyR en las espinas dendriticas (s6lo RyR2 y RyR3 que estan presentes
en hipocampo), lo que podria sentar las bases de un modelo sobre cémo ambas isoformas
se complementan para mantener una correcta homeostasis de las sefiales de Ca?* en las

neuronas, y sobre su rol en el hipocampo y en la regulacion de la plasticidad sinéptica.

Figura 3. Esquema detallado que muestra la participaciéon de los canales RyR en la
propagacion de las sefiales de Ca2+ en neuronas Extraido de Adasme, T. et al., 2011. En verde
se presenta el marcaje de RyR2 de una neurona hipocampal de cultivo primario, y a la derecha una
fotografia de la misma neurona en campo claro. Abajo, se muestra un panel de los marcajes: RyR3
(verde), MAP2 (rojo) y DAPI (azul); puntas de flecha indican espinas putativas en el marcaje de
RyR3. Las células gliales, negativas para MAP2, presentan abundante sefial para RyR3. Barras de

escala 20 ym.
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2. Hipotesis
RyR3 es la Unica isoforma de los receptores de ryanodina presente en espinas

dendriticas de neuronas de cultivos primarios de hipocampo de rata.

3. Objetivos
Objetivo General: Evaluar la localizacion de las isoformas de RyR en espinas dendriticas

de neuronas de cultivos primarios de hipocampo de rata.

Objetivos Especificos (OE):
OE _1: Determinar la localizacion de RyR2 respecto al marcador de espinas dendriticas
Homerl en neuronas de cultivos primarios de hipocampo de rata sometidos a microscopia

de expansion. Razonamiento: El anticuerpo primario anti-RyR2 proviene de ratén, mientras

gue el anticuerpo primario anti-Homerl es de conejo, por lo que se puede realizar una
colocalizacion de ambos marcajes para corroborar que RyR2 no se encuentra en espinas
dendriticas de cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata, considerando que ya

fue demostrado en tejido de raton (rebanadas de cerebro, Hiess, F., et al. 2022).

OE 2: Establecer metodologia para la visualizacién de espinas dendriticas de neuronas de
cultivos primarios de hipocampo de rata sometidos a microscopia de expansion.

Razonamiento: Para evaluar la localizacion de RyR3 en espinas en el OE3 (siendo que el

anticuerpo primario es de la misma especie de los marcadores de espinas dendriticas
disponibles), se necesita establecer primero la visualizacién de espinas dendriticas en los
cultivos expandidos, para lo cual se evaluard la marca de la proteina Espinofilina en
neuronas lipotransfectadas con un plasmidio que codifica la expresion de una proteina

fluorescente (y la resistencia de la proteina fluorescente al procedimiento de expansion).

OE 3: Analizar la localizacion de RyR3 en espinas dendriticas de neuronas de cultivos

primarios de hipocampo de rata sometidos a microscopia de expansion. Razonamiento:

Habiendo determinado que la microscopia de expansion en neuronas lipotransfectadas con
una proteina fluorescente permite visualizar espinas dendriticas, se estudiara la localizacion
del marcaje de RyR3 en dichas neuronas de los cultivos, evaluando la presencia de esta

isoforma de RyR en las espinas dendriticas.
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4. Materiales y métodos

Reactivos y plasmidios: El plasmidio ShScr-RFP (TR30015) se adquiri6 de Origene

(Rockville, MD, USA). El medio neurobasal, DMEM y el suplemento B27 se compraron a
Gibco (Carlsbad, CA, USA), mientras que DAPI y GlutamaxTM de Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). La lipofectamina 3000® y la proteinasa K (25530031) fueron adquiridas de
ThermoFisher/ Invitrogen (Waltham, MA, USA), y el &cido metacrilico N-hidroxisuccinimida
(MA-NHS; 730300) e 4-Hidroxi-TEMPO (176141) en Merck (Darmstadt, Alemania). El suero
fetal bovino fue de Biological Industries (Cambridge, Reino Unido), y la poli-D-lisina de
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). El suero de burro fue adquirido de HyClone, Cytiva
(Logan, UT, USA).

Anticuerpos: Anticuerpos primarios especificos contra MAP2 (raton, MAB3418) y RyR3
(conejo, AB9082) fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Alemania). Los anticuerpos
contra RyR2 (ratén, MA3-916/C3-33) y PSD95 (ratén, MA1-045/6G6-1C9) fueron de
Thermo Fisher/Molecular Probes (Waltham, MA, USA). El anticuerpo contra Homerl
(conejo, 160 003) fue adquirido de Synaptic Systems (Goettingen, Alemania); el anticuerpo
contra Espinofilina (conejo, ab18561) fue de Abcam (Goettingen, Alemania); los anticuerpos
secundarios conjugados con Alexa Fluor 488 contra ratén y Alexa Fluor 633 contra conejo

fueron comprados de Invitrogen (Carlsbad, CA).

Cultivo primario_hipocampal de rata: los cultivos primarios hipocampales se prepararon a

partir de embriones de 18 dias de gestacion de ratas Sprague-Dawley segun descrito
anteriormente (Lobos, P., Cérdova, A. et al. 2021). En breve, se aislaron los hipocampos
de los embriones para obtener células hipocampales que se siembraron en placas Petri
tratadas previamente con poli-L-lisina (0,1 mg/mL), en DMEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino por 1 hora para permitir la adhesién de neuronas y minimizar la
proporcion de células gliales. Los cultivos se mantuvieron en el medio comercial libre de
suero (Neurobasal) y suplementado con B27, conteniendo también Glutamax TM,
penicillina (20 U/mL), y estreptomicina (20 yg/mL) a 37 °C y 5% CO2 hasta ser usados entre
los 14 y 21 dias in vitro (DIV). Todos los procedimientos se realizaron cumpliendo con la
guia “Guiding Principles for Research Involving Animals and Human Beings” de la Sociedad
Americana de Psicologia y con la aprobacién bioética por parte del Comité de Bioética
Animal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (protocolo FMUCH #1142).
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Lipotransfeccion: La lipotransfeccién de ShScr-RFP que codifica a una RFP sin destinacion

especifica (para marcar morfologia) se realizé con Lipofectamina 3000®. En breve, los
cultivos se incubaron en medio neurobasal sin B27 con una mezcla de ADN:Lipofectamina
en unarazoén 1:3, considerando la transfeccion de 1 ug de ADN total para neuronas crecidas
en coverslips de 25 mm. Luego, el medio fue reemplazado tras 1 h por medio neurobasal
suplementado con B27 esperdndose 72 h para usar los cultivos en los respectivos

experimentos.

Inmunofluorescencia: los cultivos primarios, tras 14-21 dias in vitro, se fijaron a 37°C con

2% de paraformaldehido (PFA) y 2% sacarosa en buffer fosfato salino (PBS) por 5 min, y
luego con 4% PFA 4% sacarosa por 10 min; posteriormente se lavaron tres veces con PBS.
Se procedi6 luego al marcaje de Homerl, PSD95, MAP2, RyR2, o RyR3, segun protocolos
de inmunomarcaje indirecto descritos anteriormente (Lobos, P., Cérdova, A. et al. 2021).
En breve, los pasos de bloqueo y permeabilizacion se realizaron en simultaneo por una
incubacion por dos horas a temperatura ambiente con una solucién compuesta por 3%
suero de burro y 0,25% Tritdn X-100 en PBS (S-B/P); luego se procedié a incubar el
anticuerpo primario durante la noche en S-B/P a 4°C, lavar con S-B/P, e incubar a
temperatura ambiente por 2 horas con los anticuerpos secundarios correspondientes,
conjugados con Alexa Flaor, 1:200 en S-B/P. Las células se lavaron con PBS, para
posteriormente tefiirse con DAPI 1:1000 por 10 min para marcar los nucleos, y luego lavar

nuevamente con PBS.

Microscopia de Expansion (ExM): Esta técnica (Figura 4, Chen, F. et al., 2015) corresponde

a un tratamiento que se realiza a una muestra de inmunofluorescencia convencional para
trasladar la sefial de los anticuerpos secundarios a un gel que tiene la propiedad de poder
expandirse isométricamente hasta 4 veces por cada dimension espacial. El protocolo
utiizado se basa en el publicado por Chen, F. y colaboradores: en breve, las
inmunofluorescencias se incubaron con la molécula puente MA-NHS 1 mM por 1 h, y la
gelificacion se realizé a 37°C por 2 h (acrilamida 2,5% + N,N'-Metilenbisacrilamida 0,15% +
acrilato de sodio 8,6% + NaCl 11,7% en PBS 1X). La digestion de los cultivos se realizé con
proteinasa K 16 U/mL a 37°C durante la noche; para expandir los geles, se realizaron al
menos tres lavados con agua ultrapura por 30 minutos. Los geles expandidos se
inmovilizaron en cubreobjetos previamente tratados con 0,1% Poli-D-Lisina por 20 min, para

proceder a la adquisicion de fotos.
18



Stain Link to Digest Expand

gel matrix
pre-ExM ExM

Figura 4. Esquema que fundamenta la técnica de Microscopia de Expansion (ExM). Modificado
de Asano S.M. et al., 2018, con trabajo obtenido de la estandarizacion de la técnica en el laboratorio.
Se muestran los pasos cruciales de la técnica: 1) marcaje, 2) creacion de uniones marcaje-gel, 3)
digestion controlada de la muestra, 4) expansion del gel que conserva el marcaje. Imagenes pre-
ExM y Expanded muestran a la misma neurona de un cultivo primario de hipocampo de rata antes y
después de realizar el protocolo de ExM, la cual expresa la proteina fluorescente roja (RFP) sin
destinacion especifica.

Adquisicién de imagenes: Se utiliz6 un microscopio Spinning Disk (PerkinElmer, Waltham,
MA/Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un objetivo 25x 0,8 N.A. de aire y 40X 1,2 N.A. de
agua y excitacion a 488, 568 y 647 nm con laser de diodo (Omicron) para obtener imagenes
de neuronas fijadas y expandidas para la inmunotincion de RyR2/Homerl vy
MAP2/Espinofilina. Para las imagenes de PSD-95/RyR3 se utilizé un microscopio confocal
(LSM 510, Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un objetivo de inmersion en aceite 63X 1,4
N.A. y excitacion con laseres de 488 y 633 nm. Para las imagenes de PSD-95/RyR3 se
utilizé un microscopio confocal (FV1000, Olympus, Tokio, Japon) con un objetivo de

inmersion en agua 60X 1,2 N.A. y excitacion con laseres de 405, 488 y 559 nm.
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Procesamiento de imagenes: Las imagenes adquiridas en 3D se deconvolucionaron con el

programa Huygens (Scientific Volume Imaging, Paises Bajos, http://svi.nl), y procesadas
con el analizador de colocalizacion del mismo programa, del cual se obtuvieron los
coeficientes de intersecciéon y Mander’s para cada imagen. En cada combinacién, Homerl
y RyR3 fueron presentados como el canal rojo para Huygens, mientras que MAP2, RyR2,
y PSD95 fueron canal verde; la colocalizacién del canal verde con el canal rojo fue la
calculada para todas las condiciones (para PSD95/RyR3 la colocalizacion inversa se afadio

adicionalmente).

Analisis_estadistico: Los resultados se presentan como el promedio + SE del total de

neuronas analizadas para cada condicion. En cada experimento, se explicita la cantidad de
cultivos independientes utilizados como “n”, pudiendo cada experimento tener 1 o0 mas
neuronas analizadas por cultivo, con los graficos de barras mostrando como puntos en las
barras cada neurona analizada. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software
Origin, versién 2018 (Origin Lab Corporation, Northampton, MA, EE. UU.). Se utiliz6 la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para todos los gréficos, excepto para los
experimentos con PSD95, en los que se utiliz6 la prueba de Chen-Shapiro (ya que se
analizaron mas de 10 imagenes). Para evaluar la significacién estadistica en los datos
distribuidos normalmente (todos los graficos excepto los experimentos PSD95), se utilizé el
test de ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey en el caso de los graficos
RyR3-t y RyR3-h; para analizar el resto de las muestras se empleé la prueba t de Student.
La prueba de Mann-Whitney se utilizd para evaluar la significacion estadistica en los

experimentos con PSD95.
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5. Resultados
A. RyR2 no colocaliza con la proteina residente de espinas dendriticas Homer1.

Un estudio reciente en rebanadas de cerebro de ratones transgénicos que expresan
RyR2 fusionado a GFP reporté que esta isoforma de RyR se encontraba presente en el
soma y las dendritas pero no en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales CA1
del hipocampo (Hiess, F., et al, 2022). Para determinar si las espinas dendriticas de las
neuronas de cultivo primario hipocampal de rata carecen de la isoforma enddgena de RyR2,
se estudid si RyR2 colocalizaba con Homerl, una proteina expresada en las espinas
dendriticas (Sala, C., et al., 2001). En este trabajo se realiz6 inmunomarcaje de los cultivos
contra RyR2, Homerl y MAP2 (proteina de citoesqueleto de neuronas que no llega a

espinas dendriticas), y se sometieron a microscopia de expansion.

En la figura 5 se muestran las imagenes adquiridas para los distintos inmunomarcajes,
y de regiones del cultivo donde se aprecian principalmente dendritas. Como se ilustra en la
figura 5A, el marcaje de RyR2 (rojo) y Homer1 (verde) no colocalizan aparentemente (falta
de sefial amarilla correspondiente a unién rojo-verde). Como control, también evaluamos el
marcaje de MAP2 (rojo) y Homerl (verde); las imagenes fusionadas evidencian la esperada
ausencia de colocalizacién entre ellos (figura 5C). La cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia de los canales verde y rojo para cada condicidn se realiz6 trazando una linea
amarilla para cruzar una espina dendritica y su dendrita, como se muestra en las figuras 5B
y 5D (paneles derechos), donde se observé la exclusién de la sefial de Homerl de las
sefales de RyR2 y MAP2. La cuantificacion de la colocalizacion casi nula de MAP2 o RyR2
con Homerl se ilustra en la figura 5E, que no muestra una diferencia significativa,
confirmando la ausencia de RyR2 en las espinas dendriticas de las neuronas primarias del

hipocampo al distribuirse en forma similar a MAP2.
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Figura 5. RyR2 estd ausente en espinas dendriticas de hipocampo de rata. Se analizé el marcaje

Colocalization
(with Homer1)

de Homerl (verde) y RyR2 (rojo) o MAP2 (rojo) en cultivos primarios de hipocampo, y se utilizo
microscopia de expansion para mejorar la resolucion de la imagen adquirida. Se muestran imagenes
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confocales para RyR2/Homerl (A) y MAP2/Homerl (C). Las imagenes ampliadas se ilustran en B 'y
D; los trazados de los perfiles de lineas amarillas que se muestran en estas figuras ilustran la
exclusion de los picos de Homerl de las sefiales de RyR2 o MAP2 (B y D, paneles derechos). La
cuantificacion de la colocalizacion entre RyR2 o MAP2 con Homerl se muestra con los coeficientes
de Mander y de interseccion (E). Los graficos de barras se expresan como Media + EE, con tres

(n=3) cultivos independientes para RyR2/Homerl y n=2 para MAP2/Homer1.

B. Lipotransfeccién con RFP permite visualizar espinas dendriticas

Para lograr la visualizacién de las espinas dendriticas en los cultivos primarios de
hipocampo de rata utilizados, a la vez que se realizé un inmunomarcaje de MAP2/RyR3 con
los anticuerpos disponibles, se lipotransfecto los cultivos con un plasmidio que codifica para
la proteina fluorescente roja (RFP) sin destinacion particular. La lipotransfeccion posee una
baja eficiencia, en un campo determinado de adquisicién se puede lograr que sélo una
neurona exprese el plasmidio (Figura 6A). Al no poseer la RFP una destinacién especifica,
esta se distribuye a lo largo de toda la extension de la neurona, logrando marcar estructuras
negativas para el inmunomarcaje de MAP2 (proteina asociada a microtibulos, especifica

para neuronas, y que no llega a espinas dendriticas) pero que son parte de la neurona.

Al realizar el inmunomarcaje de la proteina espinofilina, proteina enriquecida en las
espinas dendriticas (Allen, P. et al., 1997), se puede corroborar que las protuberancias
MAP2-/RFP+ corresponden a espinas dendriticas (Figura 6B). En la Figura 6C se puede
apreciar el perfil de intensidad a lo largo de la linea amarilla que atraviesa una Unica espina
dendritica (a la izquierda canal RFP como referencia de morfologia), RFP y espinofilina
(spino) poseen un pico comun correspondiente a la espina, que no posee sefial importante

de MAP2, mientras que la dendrita posee los tres canales.

La estrategia de lipotransfeccion de proteinas fluorescente para visualizacion de
espinas es comun en la literatura (ver Srivastava, D. P., et al., 2011 como protocolo estandar
para analisis de morfologia de espinas); sin embargo, este paso fue necesario para validar
esta metodologia en el modelo utilizado. En el caso particular del presente trabajo, fue
necesario determinar ademas si la lipotransfeccién de esta RFP era compatible con el
posterior inmunomarcaje y expansion del cultivo. Tal como se reportd en protocolos iniciales
de ExM, en donde las proteinas tipo barril sobreviven al paso de la digestion con una
retencién de fluorescencia de més del 50% de intensidad (Asano A., et al. 2018), la RFP

lipotransfectada logré sobrevivir a todo el protocolo de expansion (Figura 4).
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Figura 6. Lipotransfeccion de RFP permite visualizar espinas dendriticas. Se analizé el
inmunomarcaje de MAP2 (azul) y la proteina enriquecida en espinas dendriticas espinofilina (verde)
en una neurona lipotransfectada para la expresion de RFP (rojo). Se muestra un campo general de
una neurona lipotransfectada en (A), con un zoom en (B) del recuadro amarillo para visualizar
espinas dendriticas. Se resaltan con puntas de flecha blancas las marcas positivas para RFP pero
negativas para MAP2, que resultan ser positivas para espinofilina, concluyéndose que son espinas
dendriticas. Se muestra un perfil de la intensidad a lo largo de una espina dendritica y su dendrita
(C) de la linea amarilla mostrada a la izquierda en la fotografia del canal RFP de la misma

amplificacion en (B).
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C. RyR3 esté presente y enriquecido en las espinas dendriticas

Imagenes confocales convencionales fueron suficientes para apreciar espinas
dendriticas putativas en neuronas primarias del hipocampo de muestras regulares no
expandidas (figura 7A). El inmunomarcaje de MAP2 (rojo) y RyR3 (verde) se caracteriza
por una fuerte sefal positiva de RyR3 y negativa de MAP2 en el borde de las dendritas. La
microscopia de expansion nos permitio resolver estas espinas dendriticas putativas RyR3-
positivas con mas detalle (figura 7B, flechas amarillas). Las imagenes expandidas
resultantes muestran que estas espinas dendriticas putativas siempre mostraban sefiales
RyR3 mas fuertes en comparacion con las sefiales RyR3 mostradas por las dendritas. Para
cuantificar estas observaciones, evaluamos la colocalizacion de las sefales de MAP2 en
imagenes de sélo dendritas con la sefial de RyR3 total (RyR3-t), y con la sefial de RyR3 de
mayor intensidad (RyR3-h), que se obtuvo aplicando un umbral de intensidad que sélo
preservaba las sefiales fuertes mostradas por las espinas dendriticas putativas. Se
encontré que la colocalizacion de las sefiales MAP2/RyR3-t alcanzaba alrededor del 85%
de interseccion, significativamente mayor que la colocalizacién de MAP2 o RyR2 con
Homer1 (colocalizacién nula de referencia). Por el contrario, las sefiales MAP2 mostraron
niveles significativamente mas bajos de colocalizacién con la sefial de espinas putativas,
RyR3-h, que ademas no fueron significativamente distintas a las mostrados por las sefiales
MAP2/Homer1l (figuras 7C y 7D).

Para confirmar que las fuertes sefiales positivas para RyR3 observadas en la figura
6 corresponden a espinas dendriticas, se realiz6 el inmunomarcaje de RyR3 en cultivos
previamente lipotransfectados con una proteina roja fluorescente (RFP). Este enfoque
permitié visualizar la morfologia completa de una sola neurona y sus dendritas para evaluar
la localizacién de RyR3 simultaneamente en estos compartimentos. Ademas, en cultivos no
expandidos, confirmamos que MAP2 no se encontraba presente en toda la extension
neuronal, ya que no colocaliz6 con todos los compartimentos RFP-positivos. En particular,
la marca de MAP2 estaba excluida de las espinas dendriticas y los filopodios (figura 8A,
puntas de flecha blancas). RyR3 también mostraba fuertes sefiales en lo que se puede
reconocer como espinas dendriticas (figura 8B) al ser RFP-positivas (figura 8C). En cultivos
expandidos lipotransfectados con RFP se lograron resolver en mayor detalle las espinas
dendriticas, mostrandose en la figura 8D una dendrita secundaria con clara visualizacion

de pequefias protuberancias de la dendrita, que eran RyR3-positivas (figura 8D).
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Figura 7. La isoforma RyR3 se enriquece en espinas dendriticas putativas. Se analizé el
marcaje de RyR3 (verde) y MAP2 (rojo) en cultivos primarios de hipocampo, y se utilizé microscopia
de expansién para mejorar la resolucion de la imagen adquirida. Proyecciones en Z de las imagenes
confocales de cultivos no expandidos se muestran en A, con espinas putativas positivas a RyR3
visibles a lo largo de las dendritas. Para resolver mejor estas estructuras, los cultivos expandidos se
muestran en B, donde las espinas dendriticas putativas RyR3 positivas se indican con flechas
amarillas. La cuantificacion de la colocalizacion entre las sefiales MAP2 y RyR3 total (RyR3-t) se
representa graficamente como coeficientes de Mander (C) y de interseccién (D), con valores
MAP2/RyR2 (Homerl) como referencia de colocalizacion nula. En la cuantificacion se incluye la
sefial RyR3 mas intensa (RyR3-h), que corresponde a las sefiales mas altas de RyR3, determinadas
por un umbral manual que nos permiti6 segmentar las espinas dendriticas putativas por intensidad.
Los gréaficos de barras se expresan como media = EE, con cuatro (n=4) cultivos independientes para
MAP2/RyR3. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001, en relacién con MAP2 (Homerl).
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Figura 8. La lipotransfeccién de RFP confirma que las espinas putativas RyR3-positivas
forman parte de las neuronas. Cultivos de hipocampo fueron lipotransfectados con RFP (rojo) e
inmunomarcados para RyR3 (verde) y MAP2 (azul). (A-C) Las imagenes muestran una neurona no
expandida, con una amplificacion del campo a la derecha para A (rectdngulo amarillo desde la
izquierda), y el mismo campo amplificado en B y C, con puntas de flecha blancas sefialando las
espinas dendriticas que son RyR3-positivas y MAP2-negativas. (D) Una dendrita secundaria de un
cultivo lipotransfectado con RFP y expandido, donde pueden identificarse visualmente espinas

dendriticas RyR3 positivas (puntas de flecha blancas).

Para corroborar los hallazgos anteriores, evaluamos la colocalizacion de PSD95 con

RyR3 en cultivos no expandidos. Encontramos que la sefial de RyR3 (verde) se
colocalizaba altamente con la sefial de PSD95 (rojo) en los cultivos inmunomarcados (figura
9A). La cuantificacion de la colocalizacion positiva fue consistente tanto para RyR3 con
respecto a PSD95 como viceversa (figura 9B). Por ultimo, evaluamos la colocalizacion de
RyR3y RyR2, considerando que RyR3-h correspondia de forma fiable a espinas dendriticas
RyR3-positivas. Como se ilustra en la Figura 9C, en las neuronas expandidas las sefales
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RyR2 (rojo) no se colocalizaron con las fuertes sefales RyR3 alrededor de la dendrita
(verde), que marcan las espinas dendriticas. Las sefiales RyR2 mostraron el mismo patrén

que las sefiales MAP2 cuando se evalu6 su colocalizacion con RyR3-t/h (figuras 9D y 9E).
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Figura 9. La isoforma RyR3 pero no la RyR2 esti presente en las espinas dendriticas de
cultivos primarios de hipocampo de rata. Inmunofluorescencia contra PSD95 y RyR3 en cultivos

primarios de hipocampo. (A) Proyeccion z-stack de imagenes confocales para ambos canales y
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composicién, donde pueden visualizarse espinas RyR3 positivas (rectangulo amarillo y puntas de
flecha blancas). (B) Cuantificacion de la colocalizacion PSD95/RyR3 se representa como
coeficientes de Mander y de interseccion. (C) Se analiz6 el marcaje de RyR3 (verde) y PSD95 (rojo)
en los cultivos usando microscopia de expansion para mejorar la resolucion en la adquisicion,
mostrando una proyeccion z-stack de imagenes confocales de espinas RyR3 positivas y RyR2
negativas a lo largo de las dendritas (puntas de flecha blancas). La cuantificacion de la colocalizacion
RyR2/RyR3 se representa graficamente como coeficientes de Mander (D) y de interseccion (E), con
valores MAP2 (RyR3-t/h) como referencia de una colocalizacién positiva/negativa. Los graficos de
barras se expresan como promedio + SE, con tres (n=3) cultivos independientes para ambos
experimentos. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001, en relacién con las barras blancas en cada
coeficiente para B, y para la barra MAP2 (RyR3-t) en Dy E.
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6. Discusiodn

Funciones cruciales del hipocampo, incluyendo la plasticidad sindptica y los procesos
de aprendizaje y memoria, requieren vias de sefializacion mediadas por Ca?* (Brini, M.m et
al., 2014). Las primeras revisiones de la bibliografia relativa a la homeostasis y sefializacion
del Ca?* neuronal propusieron que las sefiales de Ca?* inducidas en las espinas dendriticas
0 en el soma por la actividad neuronal se propagan al nicleo a través de la CICR (Berridge,
M.J., 1998; Gleichmann, M. & Mattson, M.P., 2011). En una de estas revisiones, se sugirio
que la entrada de Ca?* a través de los canales de Ca?" de la membrana plasmatica
provocaria la apertura de los canales RyR cercanos, expresados en el RE dentro de la
espina (Gleichmann, M. & Mattson, M.P., 2011). El aumento resultante en la [Ca?']
citoplasmatica activaria a su vez la liberacion de Ca?* mediada por IPsR, permitiendo que
el Ca?" se propague activamente hacia el nulcleo, donde promoveria cambios en la
expresion génica (Gleichmann, M. & Mattson, M.P., 2011); sin embargo, este modelo no

distinguia entre las isoformas de RyR existentes.

En este trabajo mostramos que mientras las dendritas de las neuronas primarias del
hipocampo expresan las isoforma RyR2 y RyR3, las espinas dendriticas s6lo expresan la
isoforma RyR3 del canal (Vega-Vasquez, |., et al., 2022). Basdndonos en estos resultados,
sugerimos que cada isoforma tiene un papel especifico en la funcién neuronal. Proponemos
que la isoforma RyR3 amplifica las sefiales de entrada de Ca?* generadas en las espinas
dendriticas tras la estimulacion de receptores NMDA postsinapticos (Emptage, N., et al.,
1999). A través de CICR, las sefiales de Ca?" mediadas por RyR3 se propagarian desde
las espinas dendriticas a las dendritas, donde estimularian la liberaciéon de Ca?* mediada
por los canales RyR2 - que es fundamental para la propagacion de sefiales de Ca?* al
nlcleo (Lobos, P., Cérdova, A. et al. 2021) - y posiblemente también la liberacion de Ca?*
mediada por los canales RyR3 e IPsR1. Con una estimulacién sinptica suficientemente
fuerte, las sefales de Ca?* resultantes alcanzarian el soma neuronal y el nlcleo, donde
promoverian los cambios de expresidn génica necesarios para la plasticidad sinaptica
sostenida y los procesos de memoria espacial (Bading, H., 2013; Lobos, P., Cérdova, A. et
al. 2021).

Aungue las isoformas RyR2 y RyR3 se han relacionado de forma independiente con

procesos especificos relacionados con la plasticidad sinaptica normal del hipocampo, o con
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enfermedades, ambas isoformas (y no RyR1) son necesarias para modular los procesos de
memoria (Galeotti, N. et al. 2008). Este trabajo presenta una posible explicacion al hecho
de que se requieran ambas isoformas, sin embargo, es necesario llevar a cabo mas
investigacion a futuro sobre el funcionamiento y cinéticas especificas que diferencian a
estas dos isoformas entre si. El que posean una localizacién diferenciada implica una
especializacion funcional que aun no ha sido descrita. Mas adn, se ha reportado que las
junctofilinas (proteinas de anclaje de RE-membrana plasmatica) reclutan de una manera
isoforma-especifica tanto a los canales RyR como a los canales de Ca?' voltaje-
dependientes (Cav), con alteraciones funcionales en la actividad de Cav2.1 y Cav2.2 como
consecuencia de esta interaccion (Perni, S. & Beam, K. 2021). Este hallazgo apoya aun
mas una especializacion de los canales RyR, los cuales se localizarian de manera isoforma-
dependiente para cumplir una necesidad fisiologica distinta y especifica en las neuronas,

pero que actualmente desconocemos.

Por otro lado, los canales IPsR también comprenden tres isoformas en mamiferos
(IPsR1-3), siendo la IPsR1 la principal isoforma del sistema nervioso central, que se
encuentra enriguecida tanto en las células de Purkinje (cerebelo) como en las neuronas
CALl del hipocampo (Paula-Lima, A. et al. 2014). Contrasta con esto estudios que han
reportado que la expresion de IPsR2/3 es menos eficiente en el sistema nervioso central,
siendo mas importante en otros tejidos (Furuichi, T. et al. 1993). Considerando que en el
hipocampo los canales IP3R son excluidos de las espinas dendriticas (Seymour-Laurent, K.
J. & Barish, M. E., 1995), la presencia de RyR3 y la ausencia de RyR2 en este
compartimento le otorga a la isoforma RyR3 un protagonismo especial en los procesos que
involucran la movilizacién y amplificacion de Ca?* desde las espinas dendriticas.
Curiosamente, se ha descrito la presencia de una variante de empalme de RyR3 tanto en
ratones como en humanos, que da lugar a una isoforma RyR3 truncada (Miyatake, R., et
al., 1996; Leeb, T. & Brenig, B., 1998). Esta isoforma RyR3 truncada (RyR3-Il), que se
expresa en el sistema nervioso central y en varios tejidos periféricos, carece de algunos de
los dominios transmembrana necesarios para una funcién 6ptima del canal de Ca?
(Miyatake, R., et al., 1996; Leeb, T. & Brenig, B., 1998). En cambio, el cerebro expresa
especificamente la variante RyR3 que conserva la integridad de sus dominios
transmembrana (RyR3-l) (Miyatake, R., et al., 1996; Leeb, T. & Brenig, B., 1998). Futuros

trabajos deberian explorar si las espinas dendriticas expresan la variante RyR3-I (no
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truncada), que a diferencia de la variante truncada amplificaria eficazmente las sefiales de
entrada de Ca?" en este compartimento. Al mismo tiempo, RyR3-ll (truncado) podria
funcionar como un canal con un umbral alto (menos sensible al Ca?*), complementando la

funcion de RyR2 en las dendritas y el soma.

Teniendo en cuenta todos los antecedentes y resultados expuestos en el presente
trabajo de tesis, y considerando que los depdsitos de Ca?* intracelulares sensibles a IPs y
ryanodina son funcionalmente independientes en las neuronas del hipocampo (Chen-
Engerer, H.J., et al., 2019) (pero véase Ramirez, O.A., et al., 2021), proponemos que los
canales RyR2, RyR3 e IPsR1 tienen una distribucion bien definida y funciones
especializadas entre los compartimentos de las neuronas del hipocampo. Sugerimos que
esta distribucion diferencial conlleva una contribucién especifica de cada canal intracelular
a las vias de sefalizacion de Ca2+ que median la plasticidad sinaptica, construyendo una
compleja y afinada red de depédsitos intracelulares de Ca?". En particular, RyR3
desempenfaria un rol clave en estas vias de sefalizacion, debido a su relevancia en detectar
la entrada de Ca?' y su posterior movilizacion dentro de las espinas dendriticas. Es
fundamental, ademas, estudiar en profundidad las contribuciones individuales de cada
canal, ya que es muy posible que cualquier perturbacion a esta fina organizacion contribuya
a la fisiopatologia de enfermedades como la EA, que involucra alteraciones en la

sefalizaciéon mediada por Ca?* en el hipocampo.

Asi, los canales RyR2 y RyR3, junto con los canales IP3R1, tendrian un papel central
en la propagacion de las sefiales de Ca?* desde la sinapsis hasta el nlcleo, reafirmando la
importancia de comprender la interaccion entre estos canales y su impacto en la funcion

neuronal. Todo esto se resume en el esquema mostrado en la figura 10 a continuacion.
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7. Conclusiones

Respecto al trabajo planeado para esta memoria de titulo, se cumplieron los objetivos
propuestos al: (1) determinar que RyR2 se localiza en las dendritas de las neuronas
hipocampales de cultivos primarios de rata y no en las espinas dendriticas de estas (OE1);
(2) visualizar espinas dendriticas de los mismos cultivos mediante la lipotransfeccion con
RFP, y mostrando que es una sefial que no se pierde con el protocolo de microscopia de
expansion (OE2); (3) analizar la localizacién de RyR3, encontrando que se enriquece en
espinas dendriticas (RyR3-h, con nula colocalizacion con MAP2 y presente en espinas
dendriticas visualizadas con lipotransfeccion de RFP), y que también se halla en dendritas
y soma de las neuronas hipocampales estudiadas (OE3).

En conjunto, los resultados mostrados permiten dar por cumplido el objetivo general de
evaluar la localizacién de las dos isoformas de RyR presentes en cultivos primarios
hipocampales (RyR2/RyR3), asi como comprobar la hipétesis planteada de que RyR3 es la
Unica isoforma del canal RyR presente en espinas dendriticas de neuronas de cultivos

primarios de hipocampo de rata.
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