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RESUMEN 

El cuerpo calloso (CC) es una comisura interhemisférica única en los mamíferos 

placentarios. La composición del CC incluye a las células gliales, que representan más del 

99% de los somas celulares, y a los axones corticales de proyección interhemisférica.  

Las alteraciones morfológicas del CC se asocian a trastornos del neurodesarollo como el 

del espectro autista (TEA). El riesgo de desarrollar TEA se incrementa por la exposición a 

fármacos como el valproato (VPA) durante el embarazo o los primeros meses de vida del 

neonato. Sin embargo se desconoce si la fisiología celular del CC se altera en respuesta al 

VPA. Al respecto, la despolarización de las membranas celulares del CC produce 

transientes de calcio en las células gliales que se propagan a células vecinas originando la 

respuesta conocida como onda de calcio. Este paradigma experimental revela la extensión 

funcional de la red glial. El objetivo del presente estudio fue evaluar la exposición postnatal 

temprana a VPA sobre la extensión funcional de las redes gliales en el CC. El VPA (300 

mg/kg) se inyectó en ratas Wistar macho en 5 ocasiones, cada 12 horas, a partir del día 

postnatal dos (P2), se monitoreo su peso diariamente (P2-P8), se realizaron pruebas de 

enderezamiento y reconocimiento del nido (P8) para identificar cambios sensoriomotores 

en los individuos expuestos a VPA. Las crías se sacrificaron (P8-P11), el cerebro fue aislado 

y se obtuvieron rebanadas coronales (250 um) de los grupos control y VPA para realizar 

estudios de imagen de calcio y evaluar la extensión funcional de la red glial.  

Observamos que no hubo diferencias significativas en la ganancia de peso entre los grupos, 

sin embargo, las latencias se incrementaron significativamente en las pruebas de 

enderezamiento (+76%, P5) y reconocimiento del nido (+86%, P8) en el grupo inyectado 

con VPA. Por otra parte, la extensión funcional de la red glial no se modificó al inhibir la 

actividad neuronal con lidocaína en ambos grupos. No obstante, la extensión de la onda de 

calcio y el número de células reclutadas disminuyeron significativamente (35% y 36%) en 

el grupo VPA respecto al control. La magnitud del transitorio de calcio promedio de las 

células reclutadas en la onda de calcio fue mayor en el grupo VPA respecto al control; 

mientras que la velocidad de la onda de calcio no se modificó significativamente. Con base 

en estos resultados concluimos que el VPA reduce tanto la extensión funcional de la red 

glial como el número de células reclutadas e incrementa la magnitud del transitorio celular 

promedio de la onda de calcio evocada en el CC. Estas alteraciones funcionales en las 

células gliales podrían asociarse a los cambios morfológicos (como aumento en el volumen 

del genu) reportados en el CC de neonatos con alto riesgo de desarrollar TEA. 

 



 
 

ABSTRACT 

The corpus callosum (CC) is a unique commisural tract of placental mammals. The CC is 

composed of interhemispheric axons and glial cells (99% of the somata). 

Neurodevelopmental disorders, such as Autism Spectrum Disorder (ASD), are associated 

with morphological changes in CC. Early exposition to valproate (VPA) increases the risk to 

develop ASD during pregnancy or the first months of the newborn. However, little is known 

about cellular physiology alterations of CC in response to VPA. On the other hand, 

depolarization of CC cell membranes induces intracellular calcium transients that propagate 

to neighboring cells producing a calcium wave. This paradigm reveals the functional 

extension of the glial cells network. The aim of this study was to test early postnatal exposure 

to VPA on glial cells network. Thus, VPA (300mg/kg) was injected five times, every 12h, in 

Wistar rat male pups starting at postnatal day 2 (P2). The body weight gain was recorded 

daily (P2-P8) and righting reflex and nest identification tests were performed to identify 

sensoriomotor deficits in VPA exposed rats. The pups (P8-P11) were sacrificed, the brains 

were isolated and coronal slices (250 um) from control and VPA groups were obtained. 

Calcium imaging studies were performed to test the functional extension of the network.  

Our results showed no differences in body weight gain, but the latencies for righting reflex 

(+76%, P5) and nest identification (+86%, P8) were significantly increased in the group 

injected with VPA. The calcium wave extension in both groups was unaffected when 

lidocaine was added to the aCSF and blocked neuronal activity. The size of the calcium 

wave and the number of recruited cells were significantly reduced (35% and 36% 

respectively) in the VPA group when compared to the control group. The mean calcium 

transient of the recruited cells in the calcium wave was significantly increased for the VPA 

group, while the calcium wave velocity was unchanged. We conclude that VPA reduce the 

size of the calcium wave and the number of recruited cells, while the mean calcium transient 

was increased. These functional changes in glial cells may be associated with the 

morphological changes observed in the CC of neonates with high risk to develop ASD. 
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1. INTRODUCCIÓN  

El cuerpo calloso (CC) es la comisura interhemisférica de mayor tamaño e 

importancia en mamíferos placentarios, y conecta ambos hemisferios cerebrales de 

manera transversal. El CC está constituido por aproximadamente 180-200 millones 

de axones, procedentes de las células piramidales de la corteza (en su mayoría, de 

las capas II y III), también de neuronas fusiformes de la capa VI. (Quintero-Gallego 

et al., 2003). En roedores, el número de axones incrementa de 4.4 millones a 11.5 

millones desde el nacimiento hasta el día posnatal 5 (P5), y este número se 

mantiene constante hasta la edad adulta (Gravel et al., 1990). 

Existen evidencias neuroquímicas y electrofisiológicas que establecen como 

mayoría  a las sinapsis excitatorias de los axones del CC; sin embargo, algunos de 

estos axones conducen a neuronas inhibitorias, lo que conlleva a una estricta 

regulación de la vía sobre sus zonas blanco (Innocenti, 1986; Payne, 1994). Cada 

región cortical está conectada con su región correspondiente en el hemisferio 

opuesto, esto se conoce como conexión callosa homotópica; aunque también 

existen conexiones heterotópicas, es decir, conexiones entre áreas hemisféricas no 

correspondientes. 

  

1.1 La anatomía del cuerpo calloso 

En el cerebro humano, el CC mide aproximadamente 9 cm de longitud, con un 

espesor promedio de 6 mm hacia el tercio anterior, 4 mm hacia el tercio posterior y 

6 mm en la sección del esplenio en el adulto (Antunez, 1979). Anatómicamente se 

divide en genu, cuerpo y esplenio en las secciones anterior, media y posterior, 

respectivamente. La estructura del CC está presente en todos los mamíferos 

placentarios, excepto en los marsupiales (Aboitiz & Montiel, 2003).  

El genu (rodilla) es la parte más engrosada del CC, llamado así por un cambio 

abrupto en su orientación entre la lámina rostralis y el cuerpo, además forma el límite 

anterior del septum pellucidum. Sus fibras se cruzan y dan lugar a los fórceps 

menores, una conexión entre las regiones de la corteza frontal (Hofer & Frahm, 
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2006). El esplenio, por su parte, es la porción más delgada en el CC. De morfología 

variable entre plana y redondeada, comúnmente se ubica arriba o justo en el piso 

del tercer ventrículo. Sus fibras se mueven posteriormente, y contribuyen a la 

formación del fórcep principal, que establece comunicación entre lóbulos occipitales 

(Jea et al., 2008). El cuerpo es la porción horizontal que se extiende desde el genu 

hasta el punto donde el fórnix se apoya en la superficie inferior del CC (Hofer & 

Frahm, 2006). Sus fibras forman la corona radiata, así como otras importantes 

fuentes de sustancia blanca, a medida que se mueven transversalmente por la 

corteza cerebral. Finalmente, las regiones orbitales de los lóbulos frontales se 

conectan a través de las fibras rostrales. Por su ubicación anatómica, el CC está 

muy relacionado con el fórnix, y en conjunto con este, forman una barrera física que 

separa los ventrículos laterales (Goldstein & Mesfin, 2017). 

 

Figura 1. Localización y anatomía del CC. Se enlistan las secciones principales de la estructura. 

Modificado de https://asociacioneducar.com/ilustracion-cuerpo-calloso. 

 

  1.2  Las células gliales y la citoarquitectura en el cuerpo calloso 

La característica principal que define a las neuronas es su capacidad de transmisión 

de impulsos eléctricos en forma de potenciales de acción. Aquellas células del 

sistema nervioso que carecen de esta propiedad son conocidas como glía (Allen & 

Barres, 2009). 

Genu 

Cuerpo 

Esplenio 

https://asociacioneducar.com/ilustracion-cuerpo-calloso
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Las células gliales se encuentran en el sistema nervioso de todos los vertebrados, 

y existen dos diferentes tipos de glía de acuerdo a su origen durante el desarrollo. 

Las células macrogliales (astroglía y oligodendroglía), son de origen ectodérmico, 

mientras que la microglía, es de origen mesodérmico. Algunas de las funciones de 

la glía refieren a la homeostasis del SNC a nivel, celular, molecular, metabólico, 

inmunológico y de señalización. Además, algunos tipos de neuroglia actúan como 

elementos quimiosensitivos en el cerebro, que pueden detectar cambios de pH, y 

los niveles de CO2 y Na+ (Verkhratsky & Butt, 2013). En el SNC incluye a los 

astrocitos, oligodendrocitos, NG2 y microglía, mientras la glía del SNP incluye 

células de Schwann mielinizadas, no mielinizadas y perisinápticas (Figura 1) 

(Verkhratsky & Butt, 2013).  

 

 

 

Glía del SNC    Glía del SNP 

 

Macroglía  Microglía Células de Schwann   Glía entérica 

Células olfatorias 

Astroglía Oligodendroglía      Glía satélite 

Glía-NG2 

Figura 2. Clasificación de la neuroglÍa. El apartado de astroglía se encuentra en amarillo para 

señalar el tipo celular de interés en el presente trabajo (Modificado de Verkhatsky et al., 1998). 

 

Los oligodendrocitos son las células especializadas en la producción de mielina que 

recubre los axones en el SNC, lo que permite una conducción eficiente del impulso 

eléctrico neuronal (Scolding, 2010). La vaina de mielina es una membrana de ácidos 

grasos formada por una envoltura en espiral en las extensiones de la membrana 

plasmática alrededor del axón, que extruyen el citoplasma y compactan las bicapas 

Neuroglía 
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lipídicas apiladas, lo que favorece el aislamiento axonal para conducir los impulsos 

nerviosos eficazmente (Simons & Trajkovic, 2006).  

Pío del Río Hortega, en 1921, describió a los oligodendrocitos y los clasificó en 

cuatro tipos con base en su tamaño y forma del soma, número de procesos y axones 

que mieliniza, además de su localización y aparición durante el desarrollo. Estos 

criterios se utilizaron posteriormente en estudios de inmunohistoquímica, 

microscopía electrónica y expresión de genes reporteros específicos (Berry et al., 

1995; Bjartmar et al., 1994; Butt et al., 1998). A lo largo del axón, la capa de vaina 

de mielina es segmentada por los nódulos de Ranvier, regiones altamente 

especializadas donde los potenciales de acción son generados. Los segmentos 

mielinizados entre cada nódulo de Ranvier se conocen como internodos 

(Verkhratsky et al., 1998). Además de los oligodendrocitos mielinizados, existen dos 

poblaciones principales de oligodendrocitos que carecen de esta propiedad: la glía 

NG2 y la glía satélite (Ludwin, 1984; Nishiyama et al., 2009). En el CC, los 

oligodendrocitos son la población celular más abundante, con casi un 66 % del total 

(Sturrock, 1976). 

La glía NG2 fue la última en descubrirse, y su identificación fue posible gracias a su 

inmunoreactividad al proteoglicano de sulfato de condroitina en el hipocampo 

(Bergles & Jahr, 1997). Algunas de las características para que una célula sea 

clasificada como glía NG2 son su capacidad de expresar receptores de PDGFRα 

(Receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas), una lenta 

proliferación in vivo y la capacidad de generar oligodendrocitos en el SNC adulto; 

además no expresan el marcador astroglial de la proteína ácida gliofibrilar (GFAP) 

o marcadores de microglía, (Verkhratsky & Butt, 2013). La glía NG2 se caracteriza 

por presentar largos procesos, recibir contacto sináptico y no presentar uniones 

comunicantes (Dimou et al., 2008; Nishiyama et al., 2009).  

Las células gliales NG2 se presentan y proliferan en tejido cerebral adulto 

(Nishiyama et al., 1999). En la sustancia blanca se considera un precursor de 

oligodendrocitos; mientras que en la sustancia gris mantienen su fenotipo y 

raramente originan oligodendrocitos o astrocitos (Verkhratsky & Butt, 2013).   
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La microglía posee pequeños somas similares a los astrocitos y un número pequeño 

de procesos (4 – 8) extendidos (Lenz et al., 2013). Algunas de las características 

propias de la microglía son su aparición durante un periodo temprano de desarrollo 

en el cerebro de manera que se distribuyen en el parénquima cerebral (Gehrmann 

et al., 1995). Ante un evento patológico cambia su morfología ramificada ameboide, 

el tamaño del soma aumenta y desarrolla actividad de tipo macrófago, lo que le 

permite migrar hacia otras áreas del SNC, y fagocitar cuerpos celulares (Ojemann, 

2008; Verkhratsky et al., 1998). 

 

     1.2.1 Los astrocitos en el CC 

Los astrocitos son la población más diversa dentro de las células gliales, dicha 

población está encargada de funciones como la formación de la barrera 

hematoencefálica, el mantenimiento de las neuronas y la regulación de la sinapsis 

neuronal (Tabata, 2015). Otras características importantes de los astrocitos es su 

ausencia de excitabilidad eléctrica (como en todos los tipos de glía), la expresión de 

transportadores de GABA (ácido gamma-aminobutírico) y glutamato, lo que permite 

la remoción y la liberación de neurotransmisores, un potencial de membrana muy 

negativo (entre -80 y -90 mV), debido a sus altas concentraciones de K+, y su 

comunicación con otros astrocitos mediante uniones comunicantes formadas por 

conexinas 43 o 30 (Kimelberg, 2010; Parpura & Haydon, 2009). Una de las 

singularidades de la astroglía es la expresión de marcadores como GFAP, nestina 

y vimentina. Estas proteínas de citoesqueleto modifican su expresión ante un evento 

inflamatorio que convierte a los astrocitos en reactivos y promueve su proliferación, 

en estas condiciones sus procesos se contraen y el soma incrementa su tamaño 

(Pekny & Pekna, 2014; Verkhratsky et al., 1998). A pesar del papel de GFAP dentro 

de la dinámica del astrocito, se han encontrado células astrogliales como las células 

de Müller, tipo de astroglía radial en la retina, no expresan GFAP en condiciones 

fisiológicas normales (Kimelberg, 2004). 

Loa astrocitos se agrupan en dos grandes clases: astrocitos protoplasmáticos y 

fibrosos (Hillman & Hillman, 2012). Los astrocitos protoplasmáticos se encuentran 
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en la sustancia gris, de apariencia irregular y procesos altamente ramificados, que 

envuelven los vasos sanguíneos formando una especie de “barrera glial”, que es la 

pared más externa de la barrera hematoencefálica (Oliet et al., 2001). Algunas de 

las funciones de los astrocitos protoplasmáticos son la modulación de las sinapsis 

(Uwechue et al., 2012) y la regulación del flujo sanguíneo en respuesta a estos 

eventos (Takano et al., 2006). A pesar de la gran cantidad y extensión de sus 

procesos, las funciones de los astrocitos protoplasmáticos son independientes, y no 

se sobrelapan (Halassa et al., 2007). Los astrocitos fibrosos por su parte, se 

encuentran distribuidos en la sustancia blanca y tienen una forma más regular, casi 

similar a la de una estrella, y presentan una arborización compleja tipo arbusto de 

amplia cobertura sináptica (Miller & Raff, 2018). Además de sus características 

morfológicas, existen marcadas diferencias entre los astrocitos en humanos y en los 

murinos (Oberheim et al., 2009). Los astrocitos protoplasmáticos en humanos son 

significativamente más largos y complejos que sus contrapartes en roedores, a 

pesar de esto, no existen diferencias en la densidad entre ambas especies 

(DeFelipe et al., 2002).  

Los glioblastos (precursores de las células gliales) constituyen la población celular 

dominante en el CC durante la primera semana de desarrollo postnatal de los 

roedores. Previo al inicio de la mielinización, estos precursores inician su 

diferenciación y maduración hacia el linaje oligodendroglial (Sturrock, 1976). Los 

astrocitos se encuentran ausentes en el nacimiento, sin embargo, en el día postnatal 

5 (P5), su población es aproximadamente del 5%; por otro lado, la microglía está 

presente desde el nacimiento y tiene su mayor población en los primeros estadios 

del desarrollo murino (P17, 11 %). La densidad glial del CC no es similar en todas 

sus regiones, y esta varía con la edad. La región del genu, por ejemplo, contiene 

una densidad mayor de células gliales (Reyes-Haro et al., 2013).   
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1.3 El desarrollo del cuerpo calloso 

El CC es una región anatómica reciente exclusiva de los mamíferos placentarios, su 

desarrollo es a través de una fusión interhemisférica entre los grupos de fibras 

gliales llevando las fibras callosas al hemisferio contrario (Rakic & Yakovlev, 1968).  

El proceso de neurulación en los mamíferos placentarios inicia justo después de la 

gastrulación, para dar lugar a la formación del tubo neural, que posteriormente 

originará al cerebro y la médula espinal (Wolpert et al., 2015). En los roedores este 

evento ocurre en el día embrionario 13.5 (E13.5); el CC aparece en el día E18.5 y 

en el E21 se pueden identificar el genu y el esplenio (Valentino & Jones, 1982). En 

el humano el desarrollo del CC inicia entre las semanas 8 y 12 de gestación en la 

lámina reuniens de His, y posteriormente progresa su desarrollo sobre la rodilla en 

dirección cráneo-caudal hasta el esplenio. La última sección de desarrollo es el 

cuerpo rostral, entre la semana 18-20 de gestación (Blay-Beltrán et al., 2012). A 

pesar de que la forma del CC es esencialmente la que tendrá a lo largo de la vida 

del individuo en la semana 20, esta sección de fibras solo representa el 5 % de lo 

que será en un cerebro maduro, debido principalmente al tamaño y peso del cerebro 

del feto a esta etapa (Jovanov-Milosevic, 2009). En las ratas, el CC tiene la misma 

función que en los humanos; su composición es similar, los somas neuronales 

representan menos del 1 % de su población y el resto corresponde a células gliales 

después del día P5, principalmente precursores de oligodendrocitos (Sturrock, 

1976).  
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Figura 3. Corte sagital de cerebro de rata vista con inmunotinción de GFAP. La orientación en la 

parte derecha describe las direcciones: dorsal (D), ventral (V), anterior (A) y posterior (P); en la parte 

izquierda de la imagen está el tercio anterior en donde se encuentra el genu (G), y siguiendo la 

estructura de izquierda a derecha se ubican los tercios medio y posterior, que contienen el cuerpo 

(B) y esplenio (S), respectivamente. Otras regiones representadas son Caudado Putamen (CPu), 

Región CA1 del Hipocampo (CA1), Giro Dentado del Hipocampo (DG), Ventrículo lateral (LV), Región 

Anterior (A). La barra de calibración indica una distancia de 80 µm (tomada de Reyes-Haro et al., 

2013) 

El CC constituye el sistema primario de proyección cortical, por lo que cualquier 

anormalidad tendrá un efecto adverso en el neurodesarrollo de la corteza (Innocenti, 

1994). 

Algunos padecimientos relacionados con anormalidades en el CC son: la agenesia 

(Vélez-Domínguez, 1998), la esclerosis múltiple (De Castro et al., 2009) y el 

trastorno del espectro autista (TEA) (Amaral et al., 2008). En el caso del TEA, los 

estudios recientes de imagen por resonancia magnética reportaron un mayor 

espesor del genu, en los bebés de 6-12 meses de edad que posteriormente fueron 

diagnosticados con TEA (Wolff et al., 2015). 
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1.4  El Trastorno del Espectro Autista  

El autismo se define como un trastorno conductual, que afecta la comunicación 

además de una interacción social y emocional anómala (Rogel-Ortiz, 2005). Se 

caracteriza por anormalidades, en la conducta, el lenguaje, la cognición y la 

motricidad, asociadas al retraso mental, la epilepsia, el síndrome de Asperger, entre 

otros; sin otra causa de disfunción cerebral. Esto sugiere que se trata de un trastorno 

funcional difuso en la corteza de asociación con respecto a las cortezas primaria 

sensorial y motora y la sustancia blanca (Quijada, 2008). 

Una de las generalidades en el TEA es el problema de la adquisición del lenguaje, 

presentándose un déficit en la comprensión, un uso limitado o disfuncional de las 

palabras o la mímica, una disprosodia leve y en casos graves, una ausencia total 

del lenguaje. Cuando el lenguaje se presenta pueden existir fenómenos como la 

ecolalia, los neologismos, el lenguaje telegráfico y los errores en el uso de tiempo y 

la persona (Rogel-Ortiz, 2005). 

A pesar de que el TEA es un trastorno del neurodesarrollo, su diagnóstico ocurre 

después de los dos años de desarrollo, el conocimiento sobre la neurobiología 

celular previa al diagnóstico es limitado.  En este sentido, los modelos murinos de 

autismo ofrecen la oportunidad de investigar al respecto, ya que emulan las 

características conductuales, motoras y cognitivas observadas en los individuos 

diagnosticados con este trastorno (Schneider & Przewłocki, 2005). 

El TEA tiene orígenes aún poco conocidos, no obstante, la administración de 

fármacos como el ácido valproico (VPA) durante etapas críticas del desarrollo pre y 

postnatal, produce cambios neurobiológicos y conductuales asociados al trastorno 

(Chomiak et al., 2013). 

1.5   El Ácido Valproico y su farmacocinética 

El ácido valproico (ácido dipropilacético; ácido 2-propilpentanóico) (VPA) es un 

fármaco anticonvulsionante de amplio espectro, actúa como estabilizador del estado 

de ánimo del trastorno bipolar y es efectivo en el tratamiento de la migraña (Peterson 

& Naunton, 2005). El VPA potencia la neurotransmisión inhibitoria lo que reduce la 
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hiperexcitabilidad neuronal que se presenta en la epilepsia. No obstante, el 

mecanismo de acción del VPA aún es controvertido. (Nalivaeva et al., 2009). El VPA 

también es un inhibidor de las desacetilasas de histonas (HDAC) de acción amplia. 

Las HDAC modifican la estructura de la cromatina y la expresión génica de las 

células nerviosas (Göttlicher et al., 2001). Aunado a esto, también causa deficiencia 

de ácido fólico, defectos del tubo neural (en mayor escala si se administra durante 

el primer trimestre de gestación), e inducción de estrés oxidativo (Ornoy, 2009). 

Además de su importante papel en la transcripción génica y en la diferenciación 

fenotípica, las HDAC realizan diferentes acciones dentro del SNC.  

La HDAC1 es un subtipo de HDAC que se expresa en las células troncales y en la 

glía; mientras que la HDAC2 está expresada en los neuroblastos, las neuronas y la 

glía no diferenciada; todos estos procesos de expresión génica ocurren durante las 

diferentes etapas de vida tanto en roedores como en humanos (Balasubramaniyan 

et al., 2006; Hsieh & Gage, 2005).  

El VPA es un fármaco teratogénico, y a nivel central actúa inhibiendo el sitio activo 

de la HDAC por diferentes vías; el VPA puede inhibir la HDAC1 mediante su 

interacción con el sitio activo, mientras que en HDAC2 puede inducir su degradación 

proteosomal (Phiel et al., 2001). Además, el VPA interfiere con mecanismos 

epigenéticos como la metilación de histonas y del ADN, lo que desencadenan 

fenónemos de activación y represión génica (Balasubramaniyan et al., 2006; Hsieh 

& Gage, 2005). La administración prenatal de VPA aumenta la expresión de 726 

genes, e inhibe otros 577 (Fukuchi et al., 2009). 
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Tabla 1. Ejemplos de los blancos moleculares afectados por la administración de VPA. El criterio 

para decidir si la expresión de un blanco está alterado, es que los niveles cuantificables de este sean 

más del doble para sobreexpresión y menos de la mitad para inhibición (Fukuchi et al., 2009). 

Blanco molecular Función Alteración por inhibición/excitación/VPA 

Desacetilasas de 

histonas tipo I. 

(HDAC1 y 

HDAC2) 

Regulan la 

transcripción del 

ADN 

Cuando se inhiben pueden aumentar el 

número de sinapsis y una facilitación de 

su maduración. El VPA promueve una 

proliferación de neuritas y neuronas 

(Akhtar et al., 2009; Go et al., 2012). 

Exón I-IX de 

BNDF 

Responsables de 

la excitabilidad 

neuronal 

Al aumentar su expresión, produce 

hiperexcitabilidad neuronal, y aumenta la 

expresión de mRNA (Fukuchi et al., 

2009). 

GAD 65 Y GAD 

67 

Enzimas 

limitantes de la 

síntesis de GABA 

Al ser inhibidas por el VPA, disminuye la 

expresión de marcadores para neuronas 

GABAérgicas (Huang et al., 2007) y el 

número de células (Fukuchi et al., 2009). 

PTEN Regulador de la 

vía AKT, 

crecimiento y 

circuitos 

cerebrales 

Inhibidas por el VPA, aumenta el radio de 

AKT en corteza e hipocampo, además se 

observa un cambio en la morfología del 

área CA1 del hipocampo (Yang et al., 

2016). 

Neuroligina 3 

(NGLN3) 

Adhesivo celular Inhibición por VPA, con niveles más 

bajos de mRNA en hipocampo y corteza 

(Kolozsi et al., 2009) 

 

Estudios de autoradiografía muestran que el VPA se absorbe y se distribuye 

rápidamente en las estructuras cerebrales pocos minutos después de su 

administración (Eymard et al., 1971). La concentración máxima en el cerebro de la 

rata ocurre aproximadamente a los 30 minutos de administración, y algunos 

estudios demuestran que el VPA se distribuye homogéneamente en el cerebro, 
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excepto en el cerebelo, donde la sustancia blanca muestra mayor actividad que la 

corteza (Schobben et al., 1975). En humanos, la vida media del fármaco oscila entre 

las 9 y 20 h (Genton, 2005); sin embargo, en ratas la vida media del VPA es variable 

y dependiente de la concentración de la dosis siguiendo una tendencia no lineal; 

encontrándose entre 2 y 5 h a una dosis de 80 mg/kg (Löscher, 1999). El VPA cruza 

la barrera hematoencefálica, posiblemente por un mecanismo de transporte activo 

(Loscher & Esenwein, 1978) que implica a los transportadores de monocarboxilatos 

(MCTs 1 y 2). Se cree que los dominios catalizan el co-transporte de un protón con 

la molécula de VPA, llevándola a la madre y al feto, posteriormente al tracto 

intestinal y de ahí a la circulación (Utoguchi & Audus, 2000). Además de los MCT 

como medio de entrada y salida, se ha encontrado que el VPA puede unirse a 

moléculas de ácidos grasos de cadena media, como medio de transporte para su 

paso del torrente sanguíneo a la barrera hematoencefálica (Tsuji, 2005). 

La administración de VPA durante las etapas críticas del neurodesarrollo como en 

la gestación puede derivar en malformaciones congénitas en los hijos como el cierre 

del tubo neural, además de malformaciones cardiacas y craneofaciales; además de 

un compromiso cognitivo de los infantes, manifestándose diagnósticos como el 

Trastorno de Déficit de Atención e Hiperactividad (TDAH) y TEA (Tomson et al., 

2011). El tratamiento con VPA suele tener efectos mínimos o nulos en adultos y 

jóvenes; sin embargo, se ha documentado un efecto comprometedor en la función 

hepática de niños y bebés, ya sea por tratamiento o durante la lactancia (Dreifuss 

et al., 1987). Esto se debe particularmente a los aumentos de concentración del 

fármaco. Aunque durante la gestación el VPA se depura más rápidamente, durante 

la lactancia los valores de VPA en leche oscilan entre 4 % y 10 % en el plasma 

materno y entre 4 % y 12 % en los lactantes; aunado a esto en lactantes y niños hay 

un menor desarrollo de las enzimas que participan en el metabolismo de este 

fármaco, como el Citocromo P450 (Asconapé, et al., 1993). 
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1.6 Los transitorios espontáneos y las ondas de calcio como 

mecanismo de comunicación intercelular de las células gliales en el 

neurodesarrollo. 

La señalización con calcio (Ca2+) tiene un papel esencial en los eventos de 

neurulación, proliferación, diferenciación y migración de las células nerviosas. La 

señalización de Ca2+ está regulada por las interacciones entre cascadas de 

señalización, canales iónicos, proteínas efectoras y otros factores (Toth et al., 2016).  

Las células gliales son capaces de comunicarse con otras células gliales cercanas 

mediante incrementos intracelulares de calcio [Ca2+]i, que pueden propagarse a las 

células vecinas, estos transientes de calcio ocurren de manera espontánea o en 

respuesta a un estímulo externo (Charles, 1998). Los primeros experimentos se 

realizaron en cultivos primarios de astrocitos y mostraron que las ondas 

intracelulares de Ca2+ podían propagarse largas distancias a través de las uniones 

comunicantes lo que implicaba el reclutamiento de varias células y evidenciaba la 

red glial funcional (Cornell-Bell et al., 1990). 

Los transientes de calcio intracelular se generan en la glía radial y están implicados 

en los procesos de migración, proliferación y diferenciación neuronal (Dupont, 2014; 

Malatesta et al., 2003; Owens & Kriegstein, 1998). Weissmann y colaboradores 

(2004) demostraron que la despolarización neuronal cortical promovía la liberación 

de Adenosín Trifosfato (ATP) y evocaba las ondas de calcio de la glía radial lo que 

incrementaba la tasa de neurogénesis en la zona subventricular durante el 

neurodesarrollo embrionario del ratón (E16 – E18), (Weissman et al., 2004). 
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1.6.1 La dinámica de calcio en la glía 

En el sistema nervioso, la señalización de [Ca2+]i ha sido ampliamente estudiada y 

caracterizada en una gran variedad de neuronas, en donde se ha demostrado que 

este ion divalente es fundamental. Los estudios de Ricardo Miledi en el axón gigante 

del calamar demostraron que el Ca2+ tiene un papel fundamental en la liberación 

vesicular de los neurotransmisores (Jeng, 2002). En la glía también se expresa un 

complejo de moléculas que controlan la señalización de Ca2+, incluyendo los 

canales de voltaje dependientes de Ca2+. La señalización con Ca2+ es la base de la 

excitabilidad glial que se presenta espontáneamente o en respuesta a la actividad 

neuronal. Los transitorios de Ca2+ intracelular pueden difundirse a otras células 

gliales a través de las uniones comunicantes tipo Gap o bien por la liberación del 

ATP como gliotransmisor, lo que establece una comunicación interglial que puede 

modular la actividad neuronal (Parpura & Zorec, 2010;  Verkhratsky & Kettenmann, 

1996) 

Los transitorios de Ca2+ que ocurren intracelularmente en los astrocitos pueden ser 

promovidos por la activación de receptores acoplados a proteínas G a distintos 

neurotransmisores, mismos que promueven la activación de las cascadas de 

señalización intracelular que incluyen al Inositol Trifosfato (IP3) y favorecen la 

liberación de calcio intracelular de los reservorios ubicados en el RE (Bezprozvanny, 

2005; Hamilton, 2005). Las mitocondrias también tienen un papel importante en la 

excitabilidad/señalización celular al modular las respuestas gliales y neuronales. La 

captura de Ca+2 y su liberación en el citosol modulan respuestas fisiológicas. En las 

células gliales los incrementos citosólicos de IP3 se traducen en incrementos 

mitocondriales de [Ca+2]i, que modifican la propagación de la onda de calcio (Rizzuto 

et al., 2012).  
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1.6.2 Las ondas de calcio y sus mecanismos de propagación 

Los transitorios de calcio intracelular pueden propagarse a células vecinas, lo que 

constituye un mecanismo de comunicación intercelular entre las células gliales (Fujii 

et al., 2017). Las ondas de calcio pueden evocarse y propagarse a través de 

estímulos físicos o farmacológicos, y puede influir en la actividad de las neuronas 

adyacentes, la microglía y las células endoteliales, alterando los fenómenos de 

proliferación y comunicación (Koizumi et al., 2003; Nedergaard, 1994).  

Fujii y colaboradores (2017), demostraron que las ondas de calcio evocadas en los 

astrocitos constan de tres elementos: 1) los incrementos intracelulares de Ca2+ en 

las células estimuladas; 2) la rápida propagación del Ca2+ intracelular en las 

regiones proximales mediada por uniones comunicantes; y 3) la lenta propagación 

de Ca2+ intracelular en las regiones distales mediada por el ATP extracelular. Este 

estudio reveló nuevas propiedades en la fisiología de los astrocitos, particularmente 

en las vías principales de la dinámica de calcio: las uniones comunicantes y el ATP 

extracelular. Las ondas de calcio se consideran transmisoras de señales fisiológicas 

y patológicas en el cerebro, y estudios recientes han demostrado la participación de 

los astrocitos, las redes y las ondas de calcio en la regulación de la actividad 

neuronal y enfermedades neurológicas (Pannasch & Rouach, 2013). 
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2 ANTECEDENTES 

2.1  El uso del valproato en los modelos animales 

El VPA es un fármaco teratogénico que al ser administrado durante el embarazo 

promueve malformaciones que incluyen al SNC, además de interferir con los 

procesos del neurodesarrollo lo que puede conducir a trastornos como el autismo. 

(Lee et al., 2016). Al respecto, Lee y colaboradores (2016) investigaron los efectos 

de una administración postnatal de VPA sobre ratas en edades P2-P4, y 

encontraron un aumento significativo de la proliferación de precursores gliales, 

particularmente en la corteza frontal. Se desconoce si un evento similar ocurre en 

el CC, lo que podría explicar el aumento inicial en el grosor del genu reportado en 

bebés que posteriormente fueron diagnosticados con TEA (Wolff et al., 2015). 

 

2.2  La propagación de las ondas de calcio en el CC 

Se han propuesto dos mecanismos para la transmisión de [Ca2+]i en astrocitos: la 

difusión de segundos mensajeros vía uniones gap con una subsecuente liberación 

de Ca2+, y la liberación de ATP al espacio extracelular, seguido por la activación de 

receptores purinérgicos en los astrocitos vecinos, ocasionando una elevación en los 

niveles de [Ca2+]i. Schipke y colaboradores (2002), demostraron que las ondas de 

calcio en el CC no modifican su extensión al utilizar bloqueadores de las uniones 

comunicantes como el octanol, sin embargo, la extensión funcional de la red glial se 

reduce significativamente al utilizar reactive blue, un antagonista no selectivo de los 

receptores purinérgicos tipo P2X3. Adicionalmente, también comprobaron que la 

extensión funcional de la red glial no se modifica en presencia del bloqueador de 

canales de sodio tetrodotoxina, lo que indica que las ondas de calcio se producen 

independientemente de la actividad neuronal. 

 

 

 

-
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El TEA es un trastorno del neurodesarrollo cuya etiología se desconoce. No 

obstante, los modelos murinos de autismo como el de exposición al VPA permiten 

investigar al respecto. Estudios recientes de resonancia magnética reportaron un 

incremento en el volumen del genu, región anterior del CC, en niños de 6 meses de 

edad. Sin embargo, se desconocen las alteraciones en la fisiología celular del CC 

que ocurren en el TEA. En este estudio se investigó si la extensión funcional de la 

onda de calcio evocada por despolarización en el CC está alterada en el modelo de 

autismo por exposición postnatal al VPA. 

 

4 HIPÓTESIS 

La exposición postnatal al VPA produce déficits sensoriomotores e incrementa la 

extensión funcional de la red glial en el CC. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1      General 

Evaluar el efecto de la exposición postnatal a VPA sobre la extensión funcional de 

la red glial en el CC.  

 

5.2      Específicos 

• Estudiar si la actividad sensoriomotora está alterada por la administración 

postnatal de VPA. 

• Investigar sobre la participación de los astrocitos en la onda de calcio en el 

CC.  

• Determinar si la actividad neuronal regula la extensión de la onda de calcio 

asociada a células gliales en el CC. 

• Analizar si la administración de VPA postnatal induce cambios en la 

extensión funcional de la onda de calcio evocada. 
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6 MÉTODOS 

6.1 Animales 

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de 

Neurobiología se llevó a cabo con estricto apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-

062-ZOO-1999. Se utilizaron crías macho de ratas Wistar alojadas con su madre en 

condiciones 12 h luz/12 h oscuridad, con alimento y agua. Se determinó el sexo de 

las crías y fueron pesadas en el día postnatal 2 (P2), así mismo se seleccionaron a 

las diez crías de mayor peso corporal y el resto fueron descartadas. Los individuos 

seleccionados se inyectaron cinco veces de manera subcutánea de P2 a P4, cada 

administración espaciada por un periodo de 12 h con una dosis de 300 mg/Kg de 

VPA (Sigma), mientras que los controles fueron inyectados con solución salina 

(NaCl al 0.9% w/v).  

Prueba del reflejo de enderezamiento. La prueba se realizó durante los días 

postnatales P3 a P8, previamente descrita (Wagner et al., 2006). Las crías se 

colocaron boca arriba sobre una superficie lisa, y se estimó el tiempo que tardó en 

voltearse sobre sus 4 patas. La prueba se consideró fallida si el tiempo sobrepasaba 

los 30 s, se realizó por triplicado y se espació por un tiempo de 5 min, para cada 

animal. La duración de las pruebas durante y después de los días de administración 

del VPA tiene como objetivo determinar si la exposición aguda al fármaco tiene 

efectos similares en la prueba de enderezamiento a edades posteriores. 

Prueba de reconocimiento de nido. Esta prueba se realizó con ratas P8 siguiendo 

un protocolo previamente descrito (Bogdanik & Lutz, 2011). Se colocó a la cría sobre 

el centro de una caja de 37x18 cm. En un extremo de la caja se encontraban aserrín 

del nido de la cría, mientras que el extremo contrario contenía aserrín limpio. Se 

estimó el tiempo aproximado en el que la rata tardó en llegar a uno de los dos 

extremos.  
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6.2 Preparación de rebanadas e Imagen de calcio 

Los animales fueron sacrificados en una ventana de tiempo de P8 a P11 mediante 

decapitación. Los cerebros se aislaron en solución aCSF-Ca2+ fría (1 L: NaCl 134 

mM; KCl 2.5 mM; Glucosa 20 mM; K2HPO4 217.7 1.25 mM; NaHCO3 26 mM; MgCl2 

1.3 mM, oxigenada por 1 h, pH 7.4) y la parte ventral se eliminó para tener un mejor 

acceso a la zona del CC, posteriormente se realizaron cortes coronales de 250 µm 

utilizando el vibrotomo marca Leica VT-1000S. Las rebanadas fueron puestas en 

solución aCSF+Ca2+ (1 L: aCSF-Ca2+ + 2 mM CaCl2, oxigenada 1 h, pH 7.4). Las 

rebanadas con la región de interés, el genu (Bregma 1.60 mm – 0.70 mm; Interaural 

10.60 mm – 9.70 mm; 3 rebanadas por animal) se incubaron con Fluo-4 AM (10 µM) 

durante 30 – 40 min a 37 °C en una incubadora (atmósfera de 95 %, aire 5 %CO2). 

A continuación, las rebanadas se transfirieron a la cámara de registro y se 

examinaron en un microscopio vertical (Olympus BX51 WI) acoplado a una cámara 

CCD (PCO-EDGE 4.2, Germany) y un sistema LEDs (X-cite fluorescence Leds 

Illuminator). Las rebanadas se perfundieron permanentemente con aCSF+Ca2+ 

oxigenado, a temperatura ambiente (20-22°C). El genu se identificó visualmente 

utilizando el contraste de fases, tomando como referencia la corteza y el Caudado 

Putamen (CPu) en dirección dorsal y ventral, respectivamente.  

Los cambios de [Ca+2]i se observaron con un haz de luz de 488 nm y adquiriendo la 

luz emitida a 518 nm) durante un periodo de 150 s, con imágenes adquiridas cada 

segundo. Estas variaciones fueron estimadas mediante el establecimiento de una 

fluorescencia basal, por lo que las respuestas (picos) fueron normalizados en 

función de esta (F/F0). Los incrementos de [Ca+2]i fueron evocados mediante 

estimulación eléctrica con un microelectrodo de borosilicato que contenía solución 

aCSF, la punta tenía una resistencia ~1 MΩ. Los primeros 15 s del video 

correspondieron al pre-estímulo, posteriormente se aplicó un protocolo de 

estimulación eléctrica que consistió en aplicar un pulso de corriente de 300 µA 

(Apéndice I), a 10 Hz, por 2 s. Los videos fueron analizados posteriormente 

utilizando el software de edición ImageJ® (Apéndice II). 
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6.3 Farmacología de bloqueo neuronal 

Se realizó el mismo protocolo de estimulación para cuantificar los cambios de 

[Ca+2]i, añadiendo además lidocaína 1 mM en solución aCSF+HEPES (2 mM), 

incubando el fármaco recirculándolo en la rebanada por un periodo de 5 – 10 min 

previos a la estimulación eléctrica, para observar si existían diferencias en la onda 

de calcio, utilizando ~15 mL de lidocaína 1 mM por rebanada. Se realizaron 4 series 

de experimentos con rebanadas: control, control + lidocaína, VPA y VPA + lidocaína. 

 

6.4 Análisis estadísticos 

Los datos obtenidos fueron analizados con los programas R y GraphPad Prism 6®. 

El programa R se utilizó para evaluar la normalidad de los grupos de datos utilizando 

la prueba de Shapiro Wilkinson con un intervalo de confianza α= 0.05, y de acuerdo 

con el valor arrojado de procedió a realizar en el software estadístico las pruebas 

pertinentes (ANOVA 1 vía/2 vías/3 vías, Friedman, Mann-Whitney, t Student), 

prueba post-hoc de Tukey. Los datos pertenecientes a cada grupo experimental se 

presentan como la media ± el error estándar de la media, considerando los 

resultados como estadísticamente significativos a un valor de p < 0.05. 
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7. RESULTADOS 

7.1 El VPA no tuvo efecto sobre la ganancia del peso corporal. 

El peso corporal de los animales de ambos grupos experimentales se monitoreo por 

siete días consecutivos (de P2 a P8), y no se encontraron diferencias significativas 

[ANOVA 2 vías; F(6,470)= 0.724; p=0.63] entre las crías inyectadas con VPA (N=42 

de 14 camadas) y las controles (N=32 de 14 camadas), lo que sugiere que no existe 

una relación entre la administración postnatal del VPA y el peso de las ratas macho 

monitoreado durante los primeros días postnatales. (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ganancia de peso corporal. El peso corporal se registró cada 24 h durante siete días (P2-

P8) en los sujetos de los grupos control (n=28 de 14 camadas) y tratado con VPA (n=32 de 14 

camadas). Los datos son el promedio  el error estándar de la muestra (S.E.M). *p<0.05  

 

Tabla 2. Promedio de ganancia de peso corporal. Con número de camadas = 14, n=32 sujetos control 

y n=42 sujetos tratados con VPA de P2-P7, para P8 n=22 en control y n=23 en VPA. Los datos son 

el promedio ± S.E.M. 

Día postnatal Peso control (g) Peso VPA (g) p  

2 8.34 ± 0.19 8.68 ± 0.19 > 0.99 

3 9.48 ± 0.23 9.83 ± 0.20 > 0.99 

4 11.10 ± 0.26 11.09 ± 0.25 > 0.99 

5 12.71 ± 0.35 12.40 ± 0.31 > 0.99 

6 14.51 ± 0.41 14.05 ± 0.39 0.99 

7 16.25 ± 0.48 15.52 ± 0.46 0.96 

8 18.23 ± 0.48 18.34 ± 0.57 > 0.99 
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7.2 . La administración postnatal de VPA incrementa la latencia del 

reflejo de enderezamiento 

La latencia de enderezamiento en ratas control y tratadas con VPA se estimó en el 

periodo de P3 a P8. Los resultados mostraron un incremento significativo para el 

grupo tratado con VPA (+76%) respecto al control en P5 [ANOVA 2 vías; [F(5,228)= 

1.23; Ncontrol= 15, NVPA = 18; Figura 5; Tabla 3]. No obstante, no se observaron 

diferencias significativas en la latencia de enderezamiento durante el resto de las 

edades postnatales monitoreadas (P3-P8) (Ncontrol= 15, NVPA = 18; Figura 4; Tabla 

2).  

 

P 3 P 4 P 5 P 6 P 7 P 8

0

1 0

2 0

  

Figura 5. Latencia del reflejo de enderezamiento durante el desarrollo postnatal (P3-P8). La latencia 

del reflejo de enderezamiento se monitoreo cada 24 h durante seis días (P3-P8) para cada uno de 

los individuos de los grupos control (N=15) y tratado con VPA (N=18). Los datos son el promedio ± 

S.E.M. * indica p valor <0.05. 
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Tabla 3. Latencia promedio del reflejo de enderezamiento en los grupos control y tratado con VPA. 

Los valores corresponden a los tiempos promedio ± S.E.M. 

Edad postnatal Latencia control (s) Latencia VPA (s) p  

3 4.78 ± 0.59 10.06 ± 2.49 
 

0.09 

4 9.97 ± 2.23 
 

14.48 ± 2.31 
 

0.16 

5 8.49 ± 1.15 
 

14.98 ± 1.93 
 

0.01 

6 3.98 ± 0.54 
 

5.37 ± 0.48 
 

> 0.99 

7 3.42 ± 0.50 
 

4.71 ± 0.35 
 

> 0.99 

8 3.08 ± 0.29 3.91 ± 0.22 > 0.99 

 

7.3 La latencia para el reconocimiento del nido se incrementa por la 

exposición postnatal al VPA  

La prueba conductual de reconocimiento del nido se realizó con ocho camadas de 

ratas y se evaluó la capacidad sensorio-motriz en (P8) (Varman et al., 2018). La 

latencia de reconocimiento del nido se estimó en 37 ± 4 s (N=13) para el grupo 

control y se incrementó 86% para el grupo tratado con VPA [68 ± 14 s; N=15; F(11,9)= 

12.24; p=0.02] (Figura 6). 

C o n tr o l VP A     
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Figura 6. Latencia de reconocimiento de nido en los grupos control (N=13, 8 camadas) y tratado con 

VPA (N=15, 8 camadas). Los datos son el promedio ± S.E.M. *p<0.05. 
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7.4 La exposición postnatal a VPA reduce la extensión de la onda de 

calcio  

En esta serie experimental se utilizaron cinco camadas para cada grupo 

experimental. La extensión de la onda en respuesta a un estímulo eléctrico se 

estimó para el grupo control (355 ± 38.80 µm; n= 10; N=6) (Figura 7A), la cual se 

vio reducida en el grupo tratado con VPA en un 34 % [233 ± 12.60 µm; n=10; N=6; 

F(10,10)= 2.86; p < 0.01] (Figura 7B). De igual manera, se investigó si los astrocitos, 

identificados por la incorporación de Sulforodamina B (SRB), participaban en la 

onda de calcio. Los resultados mostraron que el 9% de las células reclutadas en la 

onda de calcio eran SRB+ tanto en el grupo control (5 ± 1 células SRB+; n=11; N=5) 

como en el grupo tratado con VPA (3 ± 1 células SRB+; n=13; N=6) (Figura 7C). 

Finalmente se cuantificó el número de células reclutadas en la onda de calcio, que 

fue menor en el grupo tratado con VPA (-36%; 37 ± 10; n= 10; N=6; p=0.03) respecto 

al control (58 ± 6; n= 10; N=6; p=0.02) (Figura 7D). Por otra parte, la velocidad de 

propagación de la onda de calcio no presentó diferencias significativas entre los 

grupos control (16 ± 2 µm/s; n=10; N=6) y VPA (15 ± 1 µm/s n=10; N=6; p=0.9).  
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Figura 7. La extensión funcional de la onda de calcio se reduce en el modelo VPA. 
(A, B) Imagen representativa de la extensión funcional de la onda de calcio en los grupos control (A) 
y tratado con VPA. (B) La colocalización de las señales fluorescente que corresponden a SRB (rojo) 
y Fluo4-AM (verde) se indica en color amarillo. El recuadro superior izquierdo muestra la imagen 
panorámica que incluye el CC, la barra de calibración indica 100 µm. La esquina superior derecha 
indica la localización en el plano de la rebanada. 
(C) Porcentaje de co-localización promedio SRB/Fluo4-AM para los grupos control y tratados con 
VPA. 
(D) Promedio de células reclutadas en la onda de calcio y la fracción de células que incorporaron 
SRB. Los datos son el promedio ± el error estándar. * indica p<0.05.  
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7.5 La extensión funcional de la onda de calcio decae linealmente y es 

independiente de la actividad neuronal   

En esta serie experimental se estimó la tasa de decaimiento de la extensión 

funcional de la onda de calcio con cinco estimulaciones consecutivas en el área del 

genu, en intervalos de cinco minutos interestímulo. Se confirmó que la extensión de 

la red glial se reduce significativamente en el grupo tratado con VPA respecto al 

control (Figura 8A, Tabla 4). Los resultados mostraron un decaimiento lineal tanto 

para el grupo control (r = 0.96; n=5 rebanadas, N= 5) como para el tratado con VPA 

(r = 0.91; n=5 rebanadas, N= 5) (Figura 8B). El siguiente objetivo fue determinar si 

la extensión de la onda de calcio se reducía al bloquear la actividad neuronal con 

lidocaína. Nuestros resultados mostraron que la extensión de la onda de calcio no 

se modificaba en presencia de lidocaína tanto en el grupo control como en el grupo 

tratado con VPA (Figura 8C). Los valores de las pendientes obtenidas para los 

experimentos sin lidocaína (Control: - 60.5 ± 1.67; VPA: - 44.3 ± 4.68; p= 0.002) y 

con lidocaína [Control: -56.6 ± 2.76; VPA: - 40.7 ± 4.07; F(1,16)= 21.02; p= 0.003] 

representan la tasa de decaimiento inmediata en función de la cantidad de estímulos 

(Figura 8D). Las diferencias entre las pendientes mostradas en la figura ilustran un 

decaimiento generalizado e inmediato durante los cinco estímulos del experimento 

para los grupos control y VPA.  
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Tabla 4. La extensión funcional de la red glial y su decaimiento en estímulos despolarizantes 

consecutivos. Los experimentos se realizaron sin lidocaína o en presencia de este inhibidor de la 

actividad neuronal.   

Estímulo Extensión control (µm) Extensión VPA (µm) 

 Sin lidocaína Con lidocaína Sin lidocaína Con lidocaína 

1 355 ± 38.80 333 ± 29.49 233 ± 12.60 226 ± 12.08 

2 260 ± 25.74 253 ± 13.56 188 ± 7.34 161 ± 8.71 

3 215 ± 22.83 211 ± 10.04 121 ± 7.14 103 ± 6.63 

4 145 ± 18.80 137 ± 9.69 81 ± 6.78 74 ± 6.96 

5 110 ± 12.79 108 ± 7.34 65 ± 9.74 66 ± 5.33 

pendiente - 60.5 ± 1.67 - 56.6 ± 2.76 - 44.3 ± 4.68 - 40.7 ± 4.07 

p 0.42 0.59 

 

En la figura 8A se presentan cuatro imágenes, en dirección hacia la derecha y hacia 

abajo: Control, VPA, Control + Lidocaína, VPA + Lidocaína. Los resultados 

obtenidos muestran que no existe un efecto de la lidocaína sobre la extensión de la 

onda de calcio asociada a células gliales (pControl = 0.42; pVPA = 0.59; NControl= 5, 

NVPA= 5, NrebanadasControl= 5, NrebanadasVPA= 5). 
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Figura 8. Tasa de decaimiento de la extensión funcional de la onda de calcio. 
(A) Imágenes representativas de la extensión funcional de la onda de calcio para los grupos 

control y tratado con VPA sin lidocaína y con lidocaína (1mM). Barra de calibración = 100 
µm. La esquina superior derecha indica la localización en el plano de la rebanada. 

(B) Gráficas del decaimiento de la extensión funcional de la onda de calcio para los grupos 
control y VPA sin lidocaína y con lidocaína (1mM). Los valores representan el promedio ± el 
error estándar. Los valores indican ** p<0.01; ***p<0.001; **** p<0.0001. 

(C) Gráfico comparativo entre los grupos control y VPA, indicando la extensión promedio de la 
onda de calcio en cada estímulo. 

(D) Tasa de decaimiento de la extensión funcional de la onda de calcio para los grupos control 
(N=5) y VPA (N=5) sin lidocaína y con lidocaína (control: N=5; VPA: N=5). La tasa de 
decaimiento se calculó con base en las pendientes de los grupos control y VPA con y sin 
lidocaína. Las barras indican los valores promedio ± el error estándar. Los asteriscos indican 
** p<0.01.  
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7.6 La excitabilidad de las células reclutadas en la onda de calcio se 

incrementa en el grupo tratado con VPA. 

La excitabilidad de las células gliales se determinó con base en la estimación del 

área bajo la curva de los transitorios de calcio intracelular de las células reclutadas 

en la onda de calcio. Los resultados mostraron que la excitabilidad promedio se 

incrementó 230% en el grupo tratado con VPA [315,744 ± 38105 u.a.; n= 788; N= 

16; F(7,7)= 50.14; p< 0.001] respecto al control (136,561 ± 17,329 u.a.; n= 801; N= 

13) (Figura 9A, 9B). También se estimó la excitabilidad de las células reclutadas en 

función de la distancia del estímulo. Los resultados mostraron un aumento 

significativo en la excitabilidad a 150 µm [Control: 201,362 ± 35,227 u.a.; VPA: 

494,248 ± 64649 u.a.; F(4,4)= 1.455; p= 0.04] y a 200 µm [Control: 134,142 ± 40,990 

u.a.; VPA: 497,013 ± 53515 u.a.; F(4,4)= 2.680; p= 0.02] de distancia (Figura 9C, 9D). 

Por último, se cuantificó el número de células reclutadas en función del origen del 

estímulo, en intervalos de 50 µm, encontrando diferencias en el número de células 

reclutadas a 100 µm [Control: 14 ± 1.14 células; VPA: 9.8 ± 1.06 células; F(4,4)= 

1.140; p= 0.02]; 150 µm [Control: 19 ± 1.5 células; VPA: 8.6 ± 0.81 células; F(4,4)= 

3.485; p= 0.0003]; 250 µm [Control: 6.2 ± 0.8 células; VPA: 3.8 ± 0.66 células; F(4,4)= 

1.455; p= 0.04]; 300 µm [Control: 5.8 ± 1.15 células; VPA: 2 ± 0.7 células; F(4,4)= 

2.680; p= 0.02] (Figura 9E). 
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Figura 9. La respuesta celular promedio aumenta en el grupo VPA 

(A) Trazo promedio normalizado representativo para los grupos control y tratados con VPA 
(Número de camadas:4, Rebanadas Control:13; Rebanadas VPA: 16).   

(B) Área bajo la curva promedio en unidades arbitrarias (u.a.) para los grupos control y tratado 
con VPA. Los valores representan el promedio ± el error estándar. Los asteriscos indican 
***p<0.001. 

(C) Trazos promedios normalizados representativos para la respuesta celular promedio a 
diferentes distancias de los grupos control y tratados con VPA. 

(D) Área bajo la curva promedio en función de la distancia desde el punto del estímulo para los 
grupos control y tratado con VPA. Los valores representan el promedio ± el error estándar. 
Los asteriscos indican *p<0.05. 

(E) Número de células reclutadas por la onda de calcio evocada en función de la distancia desde 
el punto de estímulo para los grupos control y tratado con VPA. Los valores representan el 
promedio ± el error estándar. Los asteriscos indican *p<0.05, ***p<0.001. 
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8 DISCUSIÓN 

En el presente trabajo nos hemos centrado en el estudio de la administración de 

VPÄ postnatal en rata y su efecto en la replicación de las características 

sensoriomotoras asociadas al TEA en este modelo murino, además de investigar 

los posibles efectos del VPA postnatal en la magnitud del transiente de calcio y la 

extensión funcional de la red glial. 

8.1 Déficits sensoriomotores por exposición postnatal al VPA 

No se reportó alteración en la ganancia de peso de las crías expuestas a la 

administración de VPA postnatal ente los días P2 a P8. Existen diversos trabajos 

previos donde la concentración administrada de VPA es variable en un modelo de 

rata: 500 mg/kg (Favre et al., 2013), 600 mg/kg (Schneider & Przewłocki, 2005; 

Wagner et al., 2006)  y 300 mg/kg (Lee et al., 2016) para un modelo prenatal, 

mientras que para un modelo postnatal se han trabajado con concentraciones de 

400 mg/kg (Wagner et al., 2006) y 300 mg/kg (Lee et al., 2016); este último resulta 

ser un modelo adecuado para la comparación de nuestros resultados ya que los 

periodos de exposición y los periodos de exposición al fármaco son similares. 

Además de la concentración, la ventana de tiempo para la administración de VPA 

es crítica para observar los efectos conductuales y motores en un modelo murino 

similar al TEA; al parecer, esta ventana se encuentra entre los días embrionarios 

E11 a E12.5 en los roedores (Ingram, et al., 2000; Kim et al., 2011), ya que para el 

diagnóstico de estos trastornos del neurodesarrollo solo se evalúan cambios en la 

sociabilidad y la motricidad. Existe un antecedente que refiere a la alteración de la 

ganancia de peso en un modelo postnatal de rata (Wagner et al., 2006), sin embargo 

la administración se realiza únicamente en el día P14. En la gran mayoría de 

modelos prenatales, la cuantificación del peso corporal arroja diferencias entre los 

controles y el modelo VPA, se observa principalmente un aletargamiento y un mayor 

tiempo de respuesta en las crías, por lo que se vuelven menos competitivos por la 

comida y son fácilmente desplazados por otras crías, lo que se traduce en una 

menor ganancia de peso. 
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En cuanto a la prueba de reflejo de enderezamiento, se encontraron afectaciones 

posiblemente adjudicadas a la administración postnatal de VPA en el día P5, sin 

embargo en los días posteriores no se observó efecto alguno; lo que sugiere que a 

pesar de que hay un ligero retardo en esta habilidad motriz, se compensa 

rápidamente, ya que no existen diferencias en los días posteriores (Kazlauskas., 

2016). La variación en los tiempos de latencia de enderezamiento en los primeros 

3 días de la prueba puede explicarse como un fenómeno de resistencia a la dosis 

de VPA administrada. Algunas crías tendrán mayor capacidad de tolerancia al 

fármaco que podría estar en función de la relación entre la ingesta de alimento y la 

ganancia de peso. Los fenómenos de proliferación y diferenciación celular en el CC 

también pueden ser responsables de estas diferencias (Sturrock, 1976), ya que 

posterior al día P5, las latencias de enderezamiento entre las crías controles y las 

administradas con VPA se homogeneizan. A pesar de que el desarrollo del CC de 

rata no ha finalizado en los primeros 5 días postnatales, los fenómenos proliferativos 

más importantes ya han ocurrido, además que el número de axones se ha 

aumentado de 4.5 millones en P0 hasta 11.5 millones en P5, y este número se 

mantendrá hasta la edad adulta (Gravel et al., 1990). 

En la latencia de reconocimiento del nido, la administración de VPA tuvo un efecto 

significativo en el día P8, sin embargo, no se evaluaron otros periodos para 

identificar anomalías. En otros trabajos se evaluó este parámetro en los días P9, 

P10 y P11, con el fin de determinar si existía alguna anomalía y si esta se corregía 

en los días consecuentes. Para el día P9, se encontró un retraso en las crías 

administradas con VPA, con una recuperación en los días P10 y P11 en ratas 

(Schneider & Przewłocki, 2005) y hasta el día P11 en ratones (Roullet et al., 2010). 

Para la edad postnatal en la que se midió este parámetro en el presente trabajo, 

puede ser un indicador sobre lo que sucede en días posteriores; aproximadamente 

en el día P12 comienza la mielinización de los axones del CC, lo que genera una 

mejor comunicación entre los hemisferios cerebrales, que podría propiciar una 

“corrección” en las alteraciones motoras de los animales (Bjartmar et al., 1994) . La 

principal justificación de esta prueba refiere a la interacción social. Recordemos que, 

en los roedores, el olfato es el sentido más importante y utilizado para la 
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discriminación de olores, del peligro, reproducción, entre otros; por lo tanto, una 

afectación en este sentido implicaría problemas de interacción con otros de su 

especie. Este rasgo es característico de los niños diagnosticados con TEA, al 

presentar un déficit de interacción social. Se ha reportado un mecanismo entre la 

olfacción y el TEA. Se encontró que los infantes diagnosticados previamente con 

TEA, realizan una aspiración odorífica más larga que los controles, además que 

ante un estímulo oloroso no placentero, no modifican el tiempo ni la fuerza de 

aspiración, caso contrario a los controles (Rozenkrantz et al., 2015). 

8.2 La exposición postnatal al VPA disminuye la extensión funcional de 

la red glial.  

Los resultados de las mediciones para la extensión de la onda de calcio asociada a 

células gliales muestran una clara disminución debido a la administración postnatal 

de VPA, sin embargo, el área bajo la curva es mayor en el grupo VPA. Se puede 

aseverar que la onda de calcio evocada es propia de células gliales, ya que al 

trabajar en sustancia blanca en las edades postnatales P7-P11, el porcentaje de 

cuerpos neuronales es menor al 1% (Sturrock, 1976). Los transitorios de calcio 

intracelular en las células gliales pueden propagarse a células vecinas a través de 

las uniones comunicantes tipo gap o bien por la liberación de ATP (Fam et al., 2018; 

Giaume & Venance, 1998). Estudios previos en el CC mostraron que la propagación 

de la onda de calcio requiere la activación de receptores purinérgicos tipo P2Y 

(Schipke et al., 2002); mientras que la suramina (un antagonista de receptores 

purinérgicos) demostró antagonizar la propagación de la onda de calcio durante el 

desarrollo embrionario cortical (Weissman et al., 2004). Nuestros resultados 

mostraron que la extensión funcional de la onda de calcio se reduce 34% en el grupo 

VPA respecto al control, por lo que la disminución en la extensión funcional de la 

onda de calcio observada en el genu del CC podría reflejar una deficiencia en la 

transmisión purinérgica. El VPA puede modificar la expresión de receptores a 

neurotransmisores (Brill et al., 2006), por lo que la expresión de receptores 

purinérgicos P2Y o de las ectonucleotidasas, enzimas que degradan el ATP podría 

estar alterada (Weissman et al., 2004). Por otra parte, la expresión de GFAP se 



  35 
 

reduce por la administración de VPA, lo que reduce la densidad de los astrocitos 

(Kim et al., 2007). Nuestros datos sobre la extensión funcional de la red glial 

revelaron que el porcentaje de astrocitos reclutados no se modifica, sin embargo, el 

número total de células reclutadas se reduce en el grupo VPA, lo que indica que la 

administración de VPA reduciría la proliferación celular de los glioblastos del cuerpo 

calloso o bien la eficiencia de señalización de la red glial estaría disminuida.  

Referente a la velocidad de propagación de la onda de calcio se reportaron valores 

de 15.79 ± 2.24 µm/s para los controles, y para el grupo VPA fue de 15.49 ± 1.18 

µm/s. Schipke y colaboradores (2002) reportan la velocidad de propagación en 

cuerpo calloso en 13.9 ± 1.8 µm/s (Apéndice III). Al comparar los experimentos no 

se observa un cambio aparente en la velocidad de propagación, por lo que se 

presume que no está modificada por la administración postnatal de VPA. 

El número de células reclutadas por la onda de calcio disminuyó significativamente 

en el modelo VPA (Figura 7), lo que es consistente con una menor extensión de la 

onda de calcio, esto puede atribuirse a una afectación en los mecanismos de 

liberación de [Ca2+]i en el CC. Dicho lo anterior, podríamos sugerir una alteración en 

proliferación celular normal de los glioblastos se redujo por acción del VPA, o que 

la extensión funcional de la red glial es menor porque el mecanismo de señalización 

purinérgico está alterado; recordemos que las ondas de calcio evocadas y 

asociadas a astrocitos tienen 3 componentes principales: un incremento de [Ca2+]i 

en las células estimuladas, una rápida propagación del [Ca2+]i en las regiones 

proximales al estímulo mediada por uniones gap, y una lenta propagación de [Ca2+]i 

en las regiones más distales, esta mediada por ATP extracelular (Fujii et al., 2017); 

sin embargo en el CC las uniones gap no tienen participación con la liberación de 

calcio al espacio extracelular (Schipke et al., 2002), por lo que el VPA puede estar 

interviniendo en la señalización purinérgica, principalmente el receptor P2Y. Este 

receptor tiene al menos 8 subtipos conocidos. En experimentos previos utilizando 

análogos de ATP como Adenosín Difosfato (ADP), cloroadenosín trifosfato (2Cl-

ATP) y agonistas como adenosín y guanosín trifosfato (GTP) estos demostraron 

tener respuestas agonistas y antagonistas, respectivamente, además de estar 
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ligadas al receptor 1 del receptor metabotrópico (P2Y1R) (Ralevic & Burnstock, 

1998; Weissman et al., 2004).  

En cuanto a la identidad celular de la onda de calcio asociada a células gliales, se 

utilizó el marcador Sulforodamina B (SRB), que se ha propuesto como una molécula 

que marca astrocitos (Appaix et al., 2012; Nimmerjahn et al., 2004; Vérant et al., 

2008). No se encontraron diferencias significativas entre la contribución de 

astrocitos a la onda evocada por despolarización (Figura 7A); se conoce que la 

astrocitogénesis es el proceso celular que más ocurrencia tiene a P4 (Ganat et al., 

2006; Levison & Goldman, 1993), por lo que se puede presumir que la 

administración de VPA postnatal no altera los procesos de diferenciación de 

astrocitos, a diferencia de los trabajos de Lee y colaboradores (2016), quienes 

observaron una mayor proliferación de precursores de astrocitos en la corteza 

frontal mediante la administración postnatal de VPA. El porcentaje de astrocitos 

obtenido en este trabajo (~11 %) es similar al estimado previamente por estudios 

de inmunofluorescencia (P6, 15%) en el CC (Reyes-Haro et al., 2013). Algunos 

autores contrastan en la opinión sobre la acción de la SRB en astrocitos; aseveran 

que existen otros tipos gliales como oligodendrocitos que también incorporan 

sulforodamina en sus variantes (B, 101), por lo que se asumiría que no es un 

marcador específico para astrocitos, y que los oligodendrocitos también lo 

incorporan, posiblemente mediante transportadores de aniones orgánicos (OATP) 

(Hagos & Hülsmann, 2016), o mediante sus uniones comunicantes con los 

astrocitos, que si bien en el CC no participan en la liberación de [Ca+2]i (Schipke et 

al., 2002), podrían mediar este mecanismo para la difusión y marcaje de 

oligodendrocitos con SRB. Esto tiene sentido y se puede corroborar con el bajo 

porcentaje de colocalización (Figura 7C, 7D), ya que la población más abundante 

en el CC son los oligodendrocitos (Sturrock, 1976). En el modelo del presente 

estudio no se encontró una diferencia significativa en el número de astrocitos 

(marcados con SRB) por la administración postnatal de VPA (Control: 119 ± 18 

células; VPA: 161 ±31 células), además que este resultado tampoco indica si hay 

mayor proliferación debido a que no se usó un marcador específico para este fin, 

como el 2-bromo deoxiuridina (BrdU). 
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8.3 La lidocaína no afecta la extensión de la onda de calcio. 

La lidocaína es un anestésico local que difunde rápidamente en los tractos axonales, 

bloqueando los canales de Na+, lo que resulta en la inhibición del potencial de acción 

(Ellfolk & Hultzsch, 2014). Las células gliales no producen potenciales de acción por 

lo que la acción de la lidocaína se restringe a inhibir la actividad neuronal. La 

extensión funcional de la red glial del CC se estimó al despolarizar el CC y evocar 

una onda de calcio. La lidocaína se utilizó para determinar si la onda de calcio 

evocada dependía de la actividad neuronal o no. Los resultados mostraron que la 

onda de calcio evocada es independiente de la actividad neuronal pues la lidocaína 

no modificó su extensión. En apoyo a estos resultados, estudios previos también 

reportaron que la tetradotoxina (bloqueador selectivo de canales de sodio) tampoco 

inhiben las ondas de calcio evocadas por despolarización lo que indica que esta 

respuesta es independiente de la actividad neuronal (Schipke et al., 2002). A pesar 

de que los astrocitos expresan canales de Na+, su número es insuficiente para 

generar respuestas eléctricas como potenciales de acción, y muestran respuestas 

pasivas debido a las concentraciones de K+ extracelular por efecto de la actividad 

neuronal (Perea & Araque, 2003), por lo que su uso no compromete la excitabilidad 

de los astrocitos. 

El uso de fármacos inhibidores y bloqueadores de transportadores y/o receptores 

podría brindar más información sobre la excitabilidad mediada por calcio en la glía 

del CC. 

8.4  Relación entre la extensión de la onda de calcio y el transiente de 

calcio en el CC 

Es conocido que las diferentes poblaciones de astrocitos en el SNC poseen diversos 

mecanismos de comunicación, dependiendo principalmente de su localización y la 

expresión de receptores y/o transportadores (Haas et al., 2006; Israel et al., 2003). 

En este trabajo, se observó una disminución del número de células reclutadas por 

la onda de calcio en el modelo VPA (-34 %), además de una menor extensión de 

esta (35 %); en contraste, el área bajo la curva del transiente de calcio se incrementó 

(57 %) significativamente en el grupo VPA. Se han reportado disminuciones en 
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volumen y tamaño del cerebro durante la administración prenatal de VPA en 

diferentes zonas del circuito cerebro-cerebelar (Spisák et al., 2019), además que la 

administración prenatal de VPA retrasa el desarrollo del “switch” 

excitatorio/inhibitorio de GABA durante el desarrollo embrionario y los primeros días 

de vida de las crías provenientes de madres inyectadas con VPA (Roux et al., 2018). 

Este desbalance también se ha observado en astrocitos, donde la administración 

de VPA modula el balance excitatorio/inhibitorio a través de la regulación de los 

niveles de ARN mensajero (mRNA) de moléculas de adhesión en células post 

sinápticas (neuroligina-1 y neuregulina-1) (Wang et al., 2012). Conociendo lo 

anterior, podemos establecer una relación entre la administración de VPA postnatal 

y el incremento de los transientes; ya que el fenómeno del retraso en el balance 

excitatorio/inhibitorio de GABA en los astrocitos podría indicar una mayor presencia 

de glutamato y/o GABA en los primeros días postnatales, que a su vez incrementa 

los niveles de Ca+2 citosólicos y al ser liberados por la estimulación eléctrica 

mediante la onda de calcio se traducen en un incremento de la magnitud del 

transiente de calcio en los astrocitos del CC. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que existe un efecto 

directo de la administración del VPA postnatal en ratas y algunas alteraciones 

sensoriomotoras como el reflejo de enderezamiento, que son similares a los 

reportados anteriormente (Schneider & Przewłocki, 2005). Otras observaciones 

como la nula participación del componente neuronal en la dinámica de [Ca+2]i fueron 

comparados con resultados previos (Schipke et al., 2002) demostrando similitudes. 

La importancia de nuestro trabajo se encuentra en la disminución en la extensión 

de la onda de calcio evocada por despolarización en el CC así como el número de 

células reclutadas por la onda de calcio, que contrasta con un incremento en la 

magnitud del transiente de calcio. Esto, aunado a que no existe un aumento en la 

extensión de la red glial causado por la administración del VPA comparado con 

modelos en la misma edad postnatal sin fármaco (Reyes-Haro et al., 2013) nos 

genera nuevas preguntas sobre la participación de la astroglía dentro de la dinámica 

de calcio, así como una posible contribución de la oligodendroglía y la alteración de 

los receptores/transportadores de GABA en el modelo tratado con VPA.  
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9  CONCLUSIONES 

• Las latencias de enderezamiento y reconocimiento del nido se incrementan 

en el grupo tratado con VPA respecto al control; mientras que la ganancia de 

peso corporal no se modifica. 

• La onda de calcio evocada por despolarización en el CC es independiente de 

la actividad neuronal y el 9% de las células reclutadas son astrocitos. 

• La extensión de la onda de calcio y el número de células reclutadas en el CC 

se reducen (34 % y 36 %) en el grupo tratado con VPA respecto al control. 

• El transiente de calcio promedio por despolarización en el CC es mayor en el 

grupo tratado con VPA respecto al control (~ 57 %). 

 

10 PRESPECTIVAS 

• Determinar si la administración de fármacos bloqueadores de 

transportadores de GABA afectan la extensión de la onda de calcio asociada 

a células gliales y la frecuencia de oscilaciones espontáneas en el CC. 

• Investigar el papel de los receptores GABA-A implicados en la extensión de 

la onda de calcio asociada a células gliales, así como la frecuencia de 

oscilaciones espontáneas en el CC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

-
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APÉNDICES  

I. Estandarización del pulso de corriente para estimulación eléctrica. 

Para la determinación del pulso de corriente utilizado en la metodología 

experimental para la onda de calcio asociada a células gliales, se diseñó un 

experimento utilizando 5 intensidades de corriente distintas (200 300, 400, 500 y 

600 µA), evocando una onda de calcio mediante estimulación eléctrica. El criterio 

de decisión fue la máxima extensión de la onda restringiéndose en el área de interés 

(genu CC). Con una N= 7 animales y n= 20 rebanadas, se estableció el pulso de 

corriente en 300 µA. 

  

 

Figura 10. Arreglo experimental para la selección del pulso de corriente. En 300 µA, la onda de calcio 

evocada alcanza su extensión máxima sin sobrepasar el área de interés. 
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II. Análisis de videos de onda de calcio. 

El análisis de los videos para los experimentos de onda de calcio se realizó con 

base en la bibliografía (Abràmoff et al., 2004; Francis et al., 2012). El objetivo fue 

identificar aquellas células que mostraban incrementos de calcio. Una vez obtenido 

el video de 300 s, se realizó un análisis en el software ImageJ®. Este software 

muestra el video por stacks (imágenes por segundo), y al video se le resta la primera 

imagen, esto con la finalidad de eliminar el ruido del mismo. Posteriormente, con la 

opción de “substract background”, se elimina todo el brillo de fondo del video, es 

decir, aquel que puede ser causado por un artefacto, o brillo de algunas células que 

incide sobre la superficie de la rebanada. Se ajustó también el brillo y contraste y 

por último se realizó la proyección en el eje Z del video; esto nos arrojó una imagen 

de calidad, con la menor cantidad de ruido y mostrando todas las células que tienen 

oscilaciones de calcio durante el video. 
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III. Cálculo de la velocidad de propagación de la onda de calcio 

Se estimó la velocidad de la onda de calcio evocada por despolarización utilizando 

el método descrito por Schipke (2002), el cual consiste en realizar un cálculo teórico 

de la distancia, partiendo desde el punto donde se dio el estímulo eléctrico hasta la 

última célula que incrementa su concentración de [Ca+2]i en un tiempo aproximado 

de 15 s, que es el intervalo estándar en los videos adquiridos para onda de calcio. 

La distancia se calculó con el programa ImageJ® utilizando el factor de conversión 

1 µm = 3.08 pixeles. Las unidades de velocidad fueron expresadas en µm/s. 

 

Figura 11. Velocidades estimadas de propagación de la onda de calcio evocada por despolarización. 

Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas entre el control y el grupo tratado 

con VPA. 
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