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RESUMEN

En esta tesis se trabajé con un modelo matematico que simula la respuesta de la neurogénesis
hipocampal después de la irradiacion en ratones macho. El objetivo del presente trabajo fue
proponer parametros de ajuste para ratones macho y hembra que representaran la relacion
entre la respuesta a la irradiacion y el sexo, como son las diferencias reportadas en el nimero
de células neurales de ratones. Este planteamiento surge del poco entendimiento de los
mecanismos detras de las disimilitudes observadas en el detrimento cognitivo dependiente
del hipocampo entre ambos sexos después de la irradiacion craneal en humanos. El uso de
un modelo matematico ofrece la oportunidad de aportar informacién valiosa sobre las
posibles diferencias entre ambos sexos en la dindmica de la respuesta de la radiacion y es
posible relacionar el detrimento cognitivo observado con las alteraciones en la neurogénesis
hipocampal.

Se realizd una revision bibliografica para la obtencion de datos experimentales que pudieran
compararse con los resultados de la simulacion modelo. La parametrizacion de los valores
de las ecuaciones del modelo inicial se realizé mediante simulaciones matematicas. Con este
método se calcularon los valores de los parametros correspondientes para la simulacién de la
dinamica de la neurogénesis para ratones hembra antes y después de la irradiacion.

Una de las hipotesis para evaluar el modelo matematico fue considerar las diferencias
publicadas en el volumen del giro dentado del hipocampo que difiere entre ratones macho y
hembra tras la irradiacion. Esto se model6 como una mayor densidad de microglia activada
(namero de células por unidad de volumen) en los ratones hembra que en los machos, como
se demuestra la literatura.

Se encontrd que un incremento de la densidad de la microglia activada generaria un mayor
dafio en la neurogénesis de ratones hembra después de la irradiacién comparado con la de los
ratones macho. Esto sugiere que la reduccion del volumen del giro dentado sumado al
aumento de la microglia activada, ambos hechos reportados en la literatura, afectan a la
neurogénesis hipocampal después de la irradiacion de manera dependiente con el sexo. La
mayor disminucion de la neurogénesis hipocampal en ratones hembra pudiera explicar un
detrimento cognitivo mas severo en este sexo, lo que coincide con los reportes clinicos en
humanos.

El modelo matematico permitio proponer entonces hipdtesis plausibles sobre los factores que
afectan la dindmica de la respuesta a la irradiacion que pudieran explicar las diferencias entre
machos y hembras. Dichas hipdtesis deberian comprobarse a futuro mediante medidas
experimentales.



ABSTRACT

In this thesis we worked with a mathematical model that simulates the response of
hippocampal neurogenesis after irradiation in male mice. The aim of the present work was to
propose fitting parameters for male and female mice that represent the relationship between
irradiation response and sex, such as the reported differences in the number of mouse neural
cells. This approach arises from the poor understanding of the mechanisms behind the
observed dissimilarities in hippocampus-dependent cognitive impairment between the sexes
after cranial irradiation in humans. The use of a mathematical model offers the opportunity
to provide valuable information on possible sex differences in the dynamics of the radiation
response and allow to relate the observed cognitive impairment to alterations in hippocampal
neurogenesis.

A literature review was carried out to obtain experimental data that could be compared with
the results of the model simulation. Parameterization of the values of the initial model
equations was performed by means of mathematical simulations. Using this method, the
corresponding parameter values were calculated for the simulation of neurogenesis dynamics
for female mice before and after irradiation.

One of the hypotheses for evaluating the mathematical model was to consider published
differences in the volume of the hippocampal dentate gyrus that differed between male and
female mice after irradiation. This was modeled as a higher density of activated microglia
(number of cells per unit volume) in female mice than in male mice, as demonstrated by the
literature.

We found that an increased density of activated microglia would generate greater damage to
neurogenesis in female mice after irradiation compared to that in male mice. This suggests
that the reduction in dentate gyrus volume coupled with the increase in activated microglia,
both reported in the literature, affects hippocampal neurogenesis after irradiation in a sex-
dependent manner. The greater decrease in hippocampal neurogenesis in female mice could
explain a more severe cognitive impairment in this sex, which coincides with clinical reports
in humans.

The mathematical model allowed us to propose plausible hypotheses about the factors
affecting the dynamics of the response to irradiation that could explain the differences
between males and females. These hypotheses should be tested in the future by experimental
measurements.



I. INTRODUCCION

Después de un tratamiento de cancer cerebral con radiacion ionizante en infantes y adultos,
se observan alteraciones cognitivas, que, dependiendo de la region irradiada, pueden
manifestarse como alteraciones progresivas en la memoria, en la atencién y funciones de
ejecucion, en habilidades cuantitativas y en el aprendizaje, que han tomado gran importancia
porque afectan profundamente la calidad de vida de los pacientes [1, 2, 3]. Los mecanismos
que subyacen al deterioro cognitivo mediado por la irradiacion son poco conocidos,
realmente, antes de 1970 se pensaba que el cerebro humano era altamente radiorresistente.
Ahora se sabe que el sindrome agudo del sistema nervioso central (SNC) ocurre con dosis
Unicas mayores que 30 Gy [3]. Los cambios en la proliferacion y muerte celular de las
poblaciones celulares neurales en el giro dentado del hipocampo, incluso con dosis bajas,
sugieren ser uno de los diferentes factores asociados en bastantes estudios usando modelos
preclinicos de roedores. Los detrimentos cognitivos relacionados con el hipocampo pueden
implicar cambios en la neurogénesis donde las células madre neurales estan en constante
actividad de proliferacion a lo largo de la vida, especialmente en nifios y adolescentes [2].
A partir del descubrimiento de la neurogénesis (generacion de nuevas células neuronales) en
humanos adultos, ha habido avances significativos en el estudio de este fendmeno
neurobioldgico, especificamente en la respuesta a estimulos externos, como es el caso de los
efectos producidos por la radiacion ionizante. La radiacion ionizante puede afectar de manera
sustancial la neurogenesis en el hipocampo, ya que es altamente radiosensible tanto en
humanos como en roedores, genera una alteracion potencial en la supervivencia de las células
madre y progenitoras en estas regiones, disminuyendo su capacidad de repoblacion o
regeneracion. Los estudios preclinicos con roedores han proporcionado informacion sobre la
patogénesis del deterioro cognitivo inducido por radiacién, por ejemplo, ahora se sabe que la
red neuronal del hipocampo es fundamental para el almacenamiento y la recuperacion de los
recuerdos espaciales y episddicos, lo que sugiere que la disfuncién de la sefializacion del
hipocampo podria ser responsable de los déficits de memoria progresivos observados
después de la irradiacion [1, 4]. Se ha interpretado que estos datos sugieren que proteger el
hipocampo evitara el deterioro cognitivo inducido por la radiacion clinica.

Los tratamientos con radiacién ionizante inevitablemente son llevados a cabo con campos
fuera del volumen tumoral que conducen a la irradiacion de tejido normal. En el caso de
radioterapia craneal, las dosis depositadas en un régimen fraccionado en el hipocampo van
desde 1 a 10 Gy, lo cual es razon de preocupacion y de principal importancia por la alta
susceptibilidad a la radiacion ionizante que presenta esta region [1]. Actualmente, no existen
tratamientos para prevenir el dafio mediado por la irradiacion en el tejido cerebral normal y
la posterior disfuncidn cognitiva a largo plazo. Parte de la dificultad es que no se comprenden
completamente los cambios neuronales y gliales, en particular, los efectos mediados por la
irradiacion sobre la estructura neuronal y la activacion microglial que podrian afectar la
funcién cognitiva [1].



Gracias a los nuevos protocolos de tratamiento con radioterapia craneal, ha aumentado
considerablemente la supervivencia de los pacientes pediatricos. Con ello se tiene evidencia
de los efectos tardios o efectos a largo plazo que presentan estos pacientes como crecimiento
perturbado, desequilibrios hormonales, dificultades de aprendizaje y deterioro cognitivo [5].
La edad al momento del diagnostico y ser de sexo femenino se asocian con un mayor riesgo
de deterioro cognitivo [5]. La radioterapia craneal incrementa significativamente la
necesidad de educacion especial en escuelas debido a las dificultades de aprendizaje.
Ademas, se ha demostrado que la irradiacion perturba el microambiente en el cerebro y que
parte del dafio visto después de la irradiacion podria explicarse por la neuroinflamacion. Una
respuesta inflamatoria incluye la activacion de la microglia y la liberacion de citocinas y
quimiocinas, lo que genera efectos negativos sobre la recuperacion después de una lesion [5].

Los estudios de la influencia del sexo de un animal en las respuestas neuronales en el
desarrollo, el envejecimiento, las enfermedades y la respuesta a las lesiones, han ido tomando
gran importancia. Por ejemplo, se cree que la microglia, célula que forma parte del sistema
inmune del SNC, tiene un importante papel en el desarrollo y mantenimiento de la
neuroinflamacion posterior a una lesion, ademéas de presentar caracteristicas especificas
asociadas al sexo en roedores. La microglia participa en procesos de desarrollo a través de
la masculinizacion inducida por hormonas gonadales en roedores machos. Ademas, los
estudios han demostrado diferencias asociadas al sexo en los genes reguladores de la via
inflamatoria y del complemento en el hipocampo, la amigdala y el hipotdlamo [6]. Sin
embargo, las diferencias asociadas al sexo antes y después de la irradiacion craneal estan
poco estudiadas en la literatura y proporcionan pocos datos que describan cdmo responden
los ratones macho y hembra a la radiacion. Un estudio reciente del afio 2018 utilizo radiacion
de particulas de baja transferencia de energia lineal (LET, por sus siglas en inglés)
demostrando diferencias dependientes del sexo en la poblacion microglial, modificaciones
sinapticas y déficits cognitivos, lo que sugiere que los cambios mediados por la irradiacion
dependen del sexo [6]. La LET es un parametro que determina la densidad de ionizacion
producida en el medio por una particula cargada [7].

En este proyecto de tesis se desarroll6 un modelo matematico que busca interpretar los
resultados de los cambios inducidos por radiacion en la neurogénesis centrada en la region
hipocampal debido a su importante rol en el aprendizaje y memoria. Se tiene como finalidad
comprender los efectos de la exposicidn a la radiacién ionizante y su dependencia con el sexo
de ratones, que pudieran afectar la funcidn cognitiva de manera diferencial.



1. JUSTIFICACION

Cada vez se reconoce més que el sexo de un animal puede influir significativamente en las
respuestas neurales ante lesiones cerebrales. Sin embargo, los mecanismos detras de las
diferencias asociadas al sexo antes y después de la irradiacion craneal estan poco estudiados
en la literatura y proporcionan pocos datos que describan cdmo responden los ratones macho
y hembra ante el dafio inducido por la radiacién.

En el hipocampo, una estructura critica involucrada en el aprendizaje y la memoria, se han
encontrado diferentes efectos producidos por la irradiacion sobre la activacion microglial y
la estructura neuronal entre ratones macho y hembra. Los modelos matematicos
compartimentales han demostrado ser capaces de predecir el proceso de la neurogénesis, por
lo que aplicados al dafio por radiacion pueden aportar informacion sobre los cambios en las
poblaciones celulares y sus diferencias entre pacientes hombres y mujeres.

1. OBJETIVOS

Parametrizar un modelo matematico que represente los cambios inducidos por radiacion
ionizante en la neurogénesis hipocampal para evaluar la dependencia de la radiosensibilidad
con el sexo.

Obijetivos particulares

% Modelar y observar la neurogénesis hipocampal como funcion de la edad de los ratones
sin irradiar.

% Modelar la neurogénesis hipocampal después de la exposicion a la radiacion de baja LET
Yy su respuesta a corto y a largo plazo.

%+ Proponer pardmetros de ajuste diferentes entre machos y hembras que representen la
dependencia con el sexo de la respuesta a la irradiacion, como es el de la microglia con
el sexo y su impacto en la neurogénesis hipocampal de ratones.



IV. ANTECEDENTES

4.1. Generalidades del sistema nervioso

El sistema nervioso estd compuesto de una red altamente organizada de miles de millones de
neuronas y de células gliales o de sostén. Las sefiales de entrada llegan a ella a través de las
sinapsis situadas fundamentalmente en las dendritas neuronales. La sefial de salida viaja por
el Gnico axdén que abandona la neurona. Entre las estructuras que conforman al sistema
nervioso se encuentran el encéfalo, los nervios craneales y sus ramas, la médula espinal, los
nervios espinales, los ganglios nerviosos, los plexos entéricos y los receptores sensitivos [8].
El sistema nervioso se divide en sistema nervioso central constituido por el encéfalo y la
médula espinal y el sistema nervioso periférico (SNP), que comprende los pares craneales
que surgen desde el encéfalo y los nervios espinales que surgen de la médula espinal. Para
este proyecto es necesario hablar de las células que conforman al SNC y sus funciones
principales [9]:

4.1.1. Neuronas

Las neuronas son las subunidades estructurales y funcionales béasicas del sistema nervioso;
entre sus principales propiedades esta la excitabilidad eléctrica, es decir, la capacidad de
responder a un estimulo y convertirlo en un potencial de accion. Por lo general, tienen tres
regiones principales (ver la figura 4.1): 1) un cuerpo celular, 2) dendritas y 3) un axén [8, 9].
El cuerpo celular es la porcion agrandada de la neurona que contiene el nucleo y su funcién
es ser el centro nutricional de la neurona, donde se producen macromoléculas. Las dendritas
son prolongaciones delgadas y ramificadas que se extienden desde el citoplasma del cuerpo
celular; por ellas circulan las sefiales de las neuronas vecinas a traves de las sinapsis. El axon
es una prolongacion mas larga que conduce impulsos nerviosos, llamado potencial de accion,
desde el cuerpo celular a la periferia [8, 9].

4.1.2. Células gliales

Las células gliales dan soporte a las funciones de las neuronas y la mayoria de las células
gliales del sistema nervioso derivan de la misma capa de tejido embrionario (ectodermo) que
produce las neuronas. En general, las células gliales tienen menor tamarfio que las neuronas,
pero son entre 5y 50 veces mas numerosas (ver la figura 4.1). Dentro de sus caracteristicas
estan que no generan ni propagan potenciales de accion y que se pueden multiplicar y dividir
en el sistema nervioso. De los seis tipos de células gliales, cuatro (astrocitos,
oligodendrocitos, microglia y células ependimarias) se encuentran solo en el sistema nervioso
central y se describen a continuacion [8, 9]:
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Figura 4.1. Neurona y células gliales que forman parte del sistema nervioso central. Tomada y modificada
de [10].

1. Oligodendrocitos: aislan y aportan soporte tréfico a los axones, regulan su desarrollo,
mantenimiento, reparacion y plasticidad. Ademas, la membrana plasmatica de los
oligodendrocitos es la principal componente de la mielina, la cual es una cubierta de maltiples
capas, formada de lipidos y proteinas, que envuelve a ciertos axones aislandolos y
aumentando la velocidad de transmision de los impulsos nerviosos, siendo indispensable para
la actividad funcional, como la cognicion.

2. Astrocitos: células en forma de estrella con prolongaciones celulares, las mas largas y
numerosas de la neuroglia. Estas prolongaciones hacen contacto con capilares sanguineos,
con neuronas y con la piamadre (delgada membrana que se dispone alrededor del encéfalo y
la médula espinal).

Contienen microfilamentos que les dan una resistencia considerable y les permite sostener a
las neuronas; las proyecciones de los astrocitos que envuelven a los capilares sanguineos
aislan a las neuronas del SNC de diferentes sustancias nocivas de la sangre mediante la
secrecion de compuestos quimicos que mantienen la permeabilidad de las células
endoteliales de los capilares. Estas células endoteliales forman la barrera hematoencefalica
que restringe el paso de sustancias entre la sangre y el liquido intersticial del SNC. Los
astrocitos contribuyen a mantener las condiciones quimicas propicias para la generacion de
impulsos nerviosos; también desempefian un papel en el aprendizaje y la memoria por medio
de su contribucién a la sinapsis.



3. Células ependimarias: son células con forma cuboidea o cilindrica y estan distribuidas en
una monocapa con microvellosidades y cilios. Estas células revisten los ventriculos del
cerebro y el conducto central de la médula espinal. Su funcion es producir y contribuyen a la
circulacion de liquido cefalorraquideo. También forman parte de la barrera hematoencefélica.

4. Microglia: son de origen hematopoyético (médula désea) y durante el desarrollo fetal las
células precursoras mieloides migran desde el saco vitelino embrionario al cerebro para
convertirse en la microglia residente. Durante el desarrollo, las microglias muestran
caracteristicas de ser reactivas con forma ameboide a medida que migran y proliferan por
todo el sistema nervioso en desarrollo. Estas células se diferencian gradualmente en
microglias maduras y ramificadas a medida que el cerebro madura. En el cerebro adulto, la
microglia mantiene un estado en reposo caracterizado por su fenotipo ramificado y expresa
niveles bajos de citocinas y quimiocinas inflamatorias. La microglia responde rapidamente a
alteraciones de la homeostasis y cambios patologicos en el parénquima cerebral como
excitoxicidad, agresiones neurodegenerativas, isquemia y dafio tisular directo. En su
respuesta, la microglia se “activa” y adquiere una morfologia ameboide, similar a la de un
macrdfago, volviendose fagocitica y capaz de secretar una gran cantidad de moléculas
inflamatorias (ver la figura 4.2). También la microglia en este estado muestra una mayor
expresion de oxidasa fagocitica y Oxido nitrico sintasa inducible, asi como una mayor
generacion de oOxido nitrico, el principal mediador citotdxico en casos de respuesta
inflamatoria aguda y cronica [1, 6, 8].
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Figura 4.2. Bajo condiciones fisioldgicas normales la microglia (célula izquierda) tiene funciones de
soporte a la neurona, por otro lado, en condiciones patoldgicas pierde estas funciones para favorecer la
supervivencia. Tomada y modificada de [11].



Entre muchas de sus funciones a lo largo del desarrollo del cerebro, la microglia da soporte
a la supervivencia de nuevas neuronas y conexiones sinapticas, elimina las conexiones
sinapticas falsas y las células fagociticas programadas para la muerte. Muchos de estos
procesos son sexualmente diferentes en el cerebro de los roedores adultos y jovenes. Por lo
tanto, la microglia es fundamental para el desarrollo neuronal normal, pero también mantiene
su papel como célula inmune primaria del SNC [1,8].

4.1.3. Actividad eléctrica de las neuronas [8]

La permeabilidad de la membrana al Na* y al K™ depende de canales con compuerta que se
abren en respuesta a la estimulacion. La difusion neta de estos iones ocurre en dos etapas:
primero, el Na* se mueve hacia el axén, después el K™ se mueve hacia afuera. Este flujo de
iones, y los cambios en el potencial de membrana que suceden, constituyen un evento
Ilamado potencial de accion.

Todas las células del cuerpo humano mantienen una diferencia de potencial a traves de la
membrana o potencial de membrana en reposo, en la cual el interior de la célula tiene carga
negativa en comparacion con el exterior de la célula. Esta diferencia de potencial depende de
la permeabilidad de la membrana plasmatica del axon. La difusion selectiva de la membrana
genera una distribucion desigual de estos iones a través de la membrana. La accion de las
bombas de Na*/K* también ayuda a mantener la diferencia de potencial porque bombea hacia
fuera tres iones sodio por cada dos iones de potasio que transportan hacia dentro de la célula.
Como resultado, la concentracion de Na* es mas alta en el liquido extracelular que dentro de
la célula, mientras que la concentracion de K* es mas alta dentro de la célula.

Las alteraciones en el potencial de membrana neuronal se logran al variar la permeabilidad
de la membrana a iones especificos en respuesta a la estimulacion. Esta capacidad se
denomina excitabilidad.

Un cambio en la permeabilidad de la membrana a un ion especifico origina la difusion de ese
ion a favor de su gradiente electroquimico (gradiente de concentracion y eléctrico,
considerados en conjunto), sea hacia adentro o hacia afuera de la célula. Estas corrientes de
iones ocurren Unicamente a través de los canales ionicos.

Si la estimulacion apropiada causa flujo de cargas positivas hacia la célula, este cambio se
Ilama despolarizacion porque la diferencia de potencial entre los dos electrodos de registro
se reduce. Un regreso al potencial de membrana en reposo se conoce como repolarizacion.
Si la estimulacion hace que el interior de la célula se torne mas negativo que el potencial de
membrana en reposo, este cambio se conoce como hiperpolarizacion. La hiperpolarizacion
puede originarse por cargas positivas que abandonan la célula o por cargas negativas que
entran a la célula. Estos cambios de la difusién de iones y los cambios resultantes del
potencial de membrana producen un evento llamado el potencial de accion o impulso
nervioso.



La despolarizacién de una dendrita o de un cuerpo celular es excitadora, mientras que la
hiperpolarizacion es inhibidora, en términos de sus efectos sobre la produccion de impulsos
Nerviosos.

4.1.4. Propagacion de los impulsos nerviosos [8]

Para transmitir informacion entre distintos sectores del organismo, los impulsos nerviosos
deben trasladarse desde el lugar de origen hasta los terminales axénicos. Un impulso nervioso
se propaga en una sola direccion: desde la zona de origen hasta los terminales axénicos.

El tipo de propagacion de los impulsos originados en las fibras musculares y en los axones
amielinicos es una continua polarizacion y despolarizacion de cada segmento adyacente de
la membrana plasmatica y se conoce como conduccion continua. En la conduccién continua
los iones fluyen a través de sus canales regulados por voltaje en cada segmento adyacente de
la membrana. En este tipo de conduccién, el impulso nervioso se propaga por una distancia
relativamente corta en unos pocos milisegundos.

Los impulsos nerviosos se propagan con mayor rapidez en los axones mielinicos que en los
amielinicos. La conduccion saltatoria tiene lugar en los axones mielinicos, se produce por la
distribucion desigual de canales dependientes del voltaje.

Cuando un impulso nervioso se propaga a lo largo de un axon mielinico una corriente
eléctrica fluye a través del liquido extracelular que rodea la vaina de mielina y a través del
citosol desde un nodo al siguiente. El impulso nervioso del primer nodo origina corrientes
ionicas en el citosol y en el liquido extracelular que despolarizan la membrana hasta el valor
umbral y causan la apertura de los canales de Na* reguladores por voltaje del segundo nodo.
La corriente idnica que se establece a través de estos canales abiertos determina un impulso
nervioso en el segundo nodo. Luego, el impulso nervioso genera en este una corriente iénica
que da lugar a la apertura de los canales de Na* reguladores por voltaje del tercer nodo y asi
sucesivamente. Si el potencial de accion producido en el Gltimo nodo tiene la misma amplitud
que el que se produce en el primer nodo, se dice que los potenciales de accion se conducen
sin decremento.

4.1.5. Sinapsis [9]

Los axones terminan cerca de otra célula o en el punto de contacto con esta. Una vez que los
potenciales de accion llegan al final de un axén estimulan o inhiben de manera directa o
indirecta a la otra célula. Los potenciales de accion estimulan la liberacion de un
neurotransmisor quimico que afecta la siguiente célula.

A la sinapsis se le conoce como la conexion funcional entre una neurona y una segunda
célula. En el SNC, esta otra célula es una neurona. La sinapsis entre neurona y neurona
comprende una conexidn entre el axon de una neurona y las dendritas, el cuerpo celular o el
axon de una segunda neurona. En casi todas las sinapsis, la transmisién solo va en una
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direccion: desde el axon de la primera neurona (0 presinaptica) o hacia la segunda (o
postsinaptica).

Sinapsis eléctricas: los potenciales de accion se transmiten directamente entre células
adyacentes a través de estructuras llamadas uniones comunicantes. Cada unién contiene
aproximadamente centenas de conexiones, es decir, canales ionicos que conectan
directamente al citosol de las dos células. A medida que los iones fluyen de una célula a la
siguiente a través de las conexiones el potencial de accion se propaga de célula en célula. Las
ventajas que presentan son una comunicacion mas rapida y sincronizacion de la actividad de
un grupo de neuronas.

Sinapsis quimicas: A pesar de la cercania entre las membranas plasmaticas de las neuronas
presinapticas y postsinapticas en una sinapsis quimica ambas no se tocan. Estan separadas
por la hendidura o espacio sinéptico, un espacio lleno de liquido intersticial. En respuesta a
un impulso nervioso, la neurona presindptica libera un neurotransmisor que se difunde a
través del liquido de la hendidura sindptica y se une a receptores especificos en la membrana
plasmatica de la neurona postsinéptica. La neurona postsinaptica recibe la sefial quimica y
como resultado, produce un potencial postsinaptico.

4.1.6. Plasticidad sinaptica

A lo largo de la vida el sistema nervioso humano muestra plasticidad, es decir, la capacidad
de cambiar sobre la base de la experiencia. A nivel neuronal, los cambios pueden consistir
en brotes de nuevas dendritas, cambios epigenéticos y modificaciones en los contactos
sinapticos con otras neuronas [9, 10].

El uso repetido de una via sinaptica particular puede aumentar la fuerza de la transmision
sinaptica en esa sinapsis o disminuir la fuerza de la transmision a lo largo de esa via. Estos
efectos se conocen como facilitacion y depresion sinaptica, respectivamente. Como
resultado, la fuerza de la transmision sinaptica puede variar lo cual se conoce como
plasticidad sinaptica [9, 10].

Cuando una neurona presinaptica es estimulada experimentalmente a una frecuencia alta, aun
durante solo algunos segundos, la excitabilidad de la sinapsis aumenta o se potencia, cuando
esta via de neurona se estimula después. La eficacia mejorada de la transmision sinaptica
puede durar horas o incluso semanas y se llama potenciacion a largo plazo (LTP, por sus
siglas en inglés). La LTP puede favorecer la transmision a lo largo de vias neurales usadas
con frecuencia y asi, puede presentar un mecanismo de aprendizaje neural. La LTP se ha
observado en el hipocampo del cerebro, que es un area implicada en el almacenamiento de
memoria. Casi todas las vias neurales en el hipocampo usan glutamato como neurotransmisor
que activa receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). Esto implica al glutamato y sus
receptores NMDA en el aprendizaje y la memoria [9].
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Una sinapsis despliega LTP si la neurona presinéptica es estimulada a una frecuencia alta
para que produzca una potencial de accion y libere su neurotransmisor varios milisegundos
antes de que la neurona postsinéptica produzca un potencial de accién. La LTP depende de
un aumento de la concentracion de Ca?* dentro de la neurona postsinaptica, un incremento
rapido de la concentracion de Ca®* causa LTP [9].

4.2. Anatomia del sistema nervioso central

El sistema nervioso central, consta del encéfalo y la médula espinal, recibe aferencias
(entrada de informacion) de neuronas sensoriales y dirige la actividad de neuronas motoras
que inervan musculos y glandulas. EI SNC de todos los vertebrados tiene la capacidad de al
menos formas de aprendizaje y memoria. Esta capacidad permite que la conducta se
modifique por la experiencia. Ademas, las percepciones, el aprendizaje, la memoria, las
emociones y quizéa incluso la percepcion de si mismo como una entidad individual, que forma
la base de la conciencia, son creaciones del encéfalo [8, 9].

El origen embrionario del encéfalo comienza con el ectodermo, donde a lo largo del
desarrollo embrionario aparece un surco el cual forma un tubo neural. El tubo neural se
convertira en el SNC y la cresta neural se transformara en ganglios del sistema nervioso
periférico, entre otras estructuras [9].

En la cuarta semana después de la concepcion se pueden distinguir tres secciones del tubo
neural que van a formar el encéfalo: prosencéfalo, mesencefalo y rombencéfalo. El
prosencefalo se divide en el telencéfalo y el diencéfalo; el mesencéfalo permanece sin
cambios y el rombencéfalo se divide en metencéfalo y el mielencéfalo [9].

El telencéfalo crece de manera desproporcionada en los seres humanos y forma los dos
hemisferios del cerebro que cubren el diencéfalo, el mesencéfalo y una porcion del
rombencéfalo. Las cavidades del encéfalo se conocen como ventriculos y estan llenas de
liquido cefalorraquideo (LCR) [9].

4.2.1. Cerebro

El cerebro consta de cinco I6bulos pares dentro de dos hemisferios, contiene sustancia blanca
(vainas de mielina de los axones) en su corteza y en nucleos cerebrales mas profundos. El
cerebro es la Unica estructura del telencéfalo, es la porcion de mayor tamario del encéfalo y
es la principal regién del encéfalo que se encarga de las funciones mentales superiores
incluyendo al ciclo suefio-vigilia, la atencion, la memoria y el aprendizaje. El cerebro consta
de hemisferio derecho e izquierdo, conectados internamente por un tracto de fibras grande
Ilamado cuerpo calloso. El cuerpo calloso es el principal tracto de axones que interconecta
funcionalmente los hemisferios derecho e izquierdo [8, 9].

El cerebro consta de una corteza cerebral, compuesta de sustancia gris y sustancia blanca. La
corteza cerebral se caracteriza por muchos pliegues y surcos llamados convoluciones, los
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pliegues elevados de las convoluciones se llaman circunvoluciones y las ranuras deprimidas
son los surcos [9].

Cada hemisferio cerebral se subdivide en cuatro I6bulos. Los I6bulos se denominan segin
los huesos que los cubren: frontal, parietal, temporal y occipital. EI surco central (grietas
profundas entre las circunvoluciones superficiales) separa el 16bulo frontal del parietal [9].
El I6bulo frontal es la porcion anterior de cada hemisferio cerebral. El surco central separa el
I6bulo frontal del 16bulo parietal. Los cuerpos celulares de las interneuronas localizadas aqui
se llaman neuronas motoras superiores debido a su papel en la regulacién muscular. El 16bulo
parietal se encuentra en el area primaria de la corteza de la cual depende la percepcion de la
sensacioén somatoestésica, sensacion que surge a partir de receptores cutaneos, musculares,
tendinosos y articulares. El 16bulo temporal contiene centros auditivos que reciben fibras
sensitivas desde la cdclea de cada oido. Este I6bulo también participa en la interpretacion y
la asociacion de informacion auditiva y visual. EI I6bulo occipital es el area primaria de la
cual dependen la vision y la coordinacion de los movimientos oculares [9].

4.2.2. Sistema limbico

El sistema limbico consta de un grupo de nucleos del prosencéfalo y tractos de fibras que
forman un anillo alrededor del tronco encefalico. Entre los componentes que lo conforman
estan la circunvolucion dentada, la amigdala, el hipocampo y los nicleos septales. El sistema
limbico es el centro de impulsos emocionales basicos [9]. En este trabajo basta con describir
a la estructura del hipocampo.

Hipocampo. Es el lugar donde asientan funciones muy importantes y caracteristicas de la
naturaleza humana, tales como la memoria y el aprendizaje. Ademas, posee una gran
plasticidad neuronal, se le ha relacionado con numerosas patologias como la enfermedad de
Alzheimer y estd ampliamente conectado con otras areas cerebrales incluyendo la corteza
entorrinal, el talamo, la corteza prefrontal, entre otras [12].

La formacion hipocampal se divide en cuatro regiones corticales: el giro dentado, el
hipocampo propiamente (dividido en tres regiones: la region superior de la asta de Amon
(CA1), la region media (CA2) y la region inferior (CA3)), el complejo subicular (formado
por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum) y la corteza entorrinal (ver la figura
4.3). Cada una de estas areas estd conectada mediante conexiones sinapticas. Las regiones
del hipocampo estan vinculadas por conexiones Gnicas y en gran parte unidireccionales. La
circunvolucion dentada recibe su entrada principal de la corteza entorrinal a través de la
Ilamada via perforante. Las células granulosas de la circunvolucién dentada migran al CA3,
finalmente se forman conexiones de entrada al CAL (ver la figura 4.4) [12].

El hipocampo y las estructuras del 16bulo temporal medial son cruciales para la memoria ya
que adquieren nueva informacién acerca de hechos y eventos, ademas para la consolidacion
de la memoria a corto plazo hacia la memoria a largo plazo, que se almacena en la corteza
cerebral. Hay diferentes clasificaciones de memoria seguin los estudios en pacientes con dafio
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cerebral. Se distingue entre memoria a corto plazo y memoria a largo plazo. La memoria a
largo plazo depende de cambios epigenéticos (sintesis de proteinas), esta dependencia no se
presenta en la memoria a corto plazo. La memoria a largo plazo se clasifica como memoria
no declarativa (o implicita) y declarativa (o explicita). La memoria no declarativa se refiere
a la memoria de habilidad y acciones. La memoria declarativa es la memoria que puede
verbalizarse y se subdivide en memoria semantica (hechos) y episddica (serie de eventos)
[12].

Se ha encontrado que la consolidacion de la memoria declarativa a corto plazo hacia la
memoria declarativa a largo plazo es una funcién del 16bulo temporal medial, en particular
del hipocampo y la amigdala. Ademas, se ha establecido que el hipocampo es importante
para mantener recuerdos recientes, ya que no muestra actividad una vez que la memoria se
ha consolidado [9].

Una de las razones por las que se ha demostrado que la memoria y el aprendizaje son llevadas
a cabo en el hipocampo es porque se ha detectado gran plasticidad sinaptica en esta region
mediante la potenciacion a largo plazo. Los mecanismos de plasticidad sinéptica en el
hipocampo son un paso hacia la formacion de la memoria a largo plazo y su alteracion podria
subyacer a los deficits de memoria observados en pacientes de cancer tratados con
radioterapia o sujetos de edad avanzada [13].

Hipocampo
- - -

CAl

Giro dentado (GD)

CA3
Figura 4.3. La estructura hipocampal, formada por 4 regiones: la corteza entorrinal (CE), el giro dentado

(GD), el hipocampo propiamente (dividido en el cuerpo de Amén CA3, CA2 no indicado y CAl) y el
complejo subicular no indicado. Tomada y modificada de [10].
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CA1l

CA3

GD

Figura 4.4. Conexidn unidireccional de las regiones de la estructura hipocampal. Es una caracteristica Unica
del hipocampo, cuyo circuito estd ligado por proyecciones excitatorias de las células que conforman las
regiones. CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; CA1: cuerpo de Amén 1; CA3 Cuerpo de Amoén 3;
Complejo subicular. Tomada y modificada de [12].

4.3. Neurogénesis hipocampal adulta

Ademas de las células que constituyen al sistema nervioso antes mencionadas, en el cerebro
también pueden encontrarse células pluripotenciales llamadas células madre y células
progenitoras. Estas células se caracterizan por su capacidad de diferenciarse en neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos, proceso llamado neurogénesis [14]. Hasta hace poco tiempo,
la premisa aceptada para los seres humanos y otros primates era que en el cerebro adulto no
se generan nuevas neuronas. Mas adelante, en 1992, se publicé un estudio en el que la
estimulacion de células obtenidas en el cerebro de ratones adultos con factor de crecimiento
epidérmico producia su proliferacion y diferenciacidn tanto en neuronas como en astrocitos.
En 1998, los cientificos descubrieron que un nimero significativo de nuevas neuronas se
producia en el hipocampo humano, un area del cerebro que es crucial para el aprendizaje y
memoria [14, 15].

La neurogeénesis es la formacién de neuronas nuevas a partir de células madre neurales
indiferenciadas. En los cerebros mamiferos adultos, la neurogénesis se lleva a cabo en dos
principales regiones: la zona subventricular (ZSV) del ventriculo lateral y la zona subgranular
(ZSG) del giro dentado del hipocampo. En la ZSV, las células madre neurales se diferencian
a neuronas inmaduras que migran al bulbo olfatorio, donde maduran a neuronas granulares
funcionalmente integradas. A diferencia de la ZSG, las células madre neurales se diferencian
a neuronas inmaduras que migran una corta distancia a la capa de células granulares del giro
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dentado y maduran localmente en células granulares dentadas. Las células granulares
dentadas maduran y se integran funcionalmente en los circuitos del hipocampo, reciben
entradas sinapticas de la corteza entorrinal y de CA3 [14, 15].

La neurogénesis consta de varios pasos: proliferacion de células progenitoras; compromiso
con un fenotipo neuronal; maduracién morfoldgica y fisiolégica con el desarrollo de
caracteristicas neuronales funcionales; e integracion sinaptica en circuitos cortico-
hipocampales preexistentes. A partir de técnicas inmuhistoquimicas y electrofisiologicas
estandar se han podido caracterizar las propiedades estructurales y fisiologicas de las
neuronas generadas por adultos en las diferentes etapas de su maduracién [15].

4.3.1. Poblaciones neurales que forman parte de la neurogénesis hipocampal

El primer tipo de células precursoras son las células madre neurales las cuales son
multipotentes y expresan proteina acido fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en inglés), estan
caracterizadas por un soma triangular localizado en la zona subgranular de la circunvolucion
dentada. Estas células expresan el filamento intermedio nestina y comparten caracteristicas
con los astrocitos, como es el soma triangular, patas terminales vasculares y algunas
propiedades electrofisiologicas como una baja resistencia eléctrica de la pared celular y un
potencial de reposo de -80 mV [15].

Las células progenitoras o neuroblastos carecen de caracteristicas astrociticas y tiene tasas
de division més altas. No expresan GFAP y tienen un soma redondo u ovoide con extensiones
de citoplasma cortas orientadas tangencialmente y expresan nestina. Tienen un patron
complejo de caracteristicas electrofisiolégicas como corrientes de Na* que confirman los
primeros signos de diferenciacion neuronal. Estas células de linaje neuronal restringido
parecen madurar con el tiempo, desarrollando primero rasgos morfolégicos de neuronas
inmaduras, como un nucleo de forma redonda, y extincion de la expresion de nestina incluso
si todavia son proliferativas [15].

El proceso de proliferacion de multiples etapas de las células progenitoras da lugar a neuronas
inmaduras que han salido del ciclo celular y, por tanto, se vuelven postmitéticas. Estas células
granulares dentadas inmaduras expresan de forma transitoria la proteina de migracion
neuronal doblecortina (DCX, por sus siglas en inglés) asociada a microtdbulos y la proteina
de calbindina en neuronas mas maduras [15].

Las células granulares dentadas inmaduras migran una distancia corta desde la ZSG a la parte
interna de la capa de células granulares donde rapidamente extienden las dendritas a la capa
molecular y proyectan axones para alcanzar las células piramidales del CA3 dentro de los 4
a 10 dias de nacimiento. Durante las primeras etapas de maduracion, es decir, dentro de la
primera semana después del nacimiento, las células tienen caracteristicas morfoldgicas de
neuronas inmaduras, muestran alta tasa de resistencia y baja capacitancia de membrana
celular y son electrofisiologicamente silenciosas. En la cuarta semana, las células granulares
dentadas nuevas comparten la mayoria de las caracteristicas morfolégicas y
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electrofisiologicas con las de las neuronas maduras, aunque tanto la complejidad de la
arborizacién dendritica como la densidad de la columna siguen aumentando, alcanzando
niveles comparables a los de las células granulares completamente maduras a los 4 meses de
edad (ver la figura 4.5) [15].

La generacion y maduracion de las células gliales ocurre también en la circunvolucion
dentada del hipocampo, de manera que las células madre neurales se diferencian a células
precursoras de glia o también [lamados glioblastos cuando tienen un compromiso fenotipico
glial. Estas células muestran propiedades electrofisioldgicas de astrocitos y ademas expresan
marcadores caracteristicos de astrocitos [16].

Etapas celulares de la neurogénesis adulta

Capa molecular

"/\/’\1’"\/’7"\/’\(
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A:{”A\/ i\ ’1 AN Capa celular
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} Zona subgranular

Célula — Célula  —> —>  Neurona

d progenitora inmad Neurona
i amplificada  Neuroblasto  !NMacura madura
e granular

Figura 4.5. Diferentes etapas de la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo. La etapa inicial
comienza en la zona subgranular con la diferenciacién de las células madre neurales. Su diferenciacion da
lugar a células progenitoras amplificadas que producen neuroblastos. Los neuroblastos migran a la capa
celular granular y maduran hasta neuronas inmaduras mostrando caracteristicas morfolégicas Unicas como
un arbol dendritico que se extiende a través del hilus hacia las regiones del CA3 y CA2. Tomada y
modificada de [16].

4.3.2. Rol de la neurogénesis adulta en funciones hipocampales

Una de las propiedades que definen a una neurona es su capacidad de generar potenciales de
accion. Esto se observa en las células producidas en la circunvalacion dentada del adulto,
ademas de presentar respuestas excitatorias a neurotransmisores. Ademas, las neuronas
generadas muestran propiedades electrofisioldgicas que desaparecen a medida que alcanzan
su madurez completa, incluida una plasticidad sindptica con un umbral méas bajo para la
induccidn de potenciacion a largo plazo. Esta gran capacidad de plasticidad de las neuronas
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ofrece un papel importante de las funciones del hipocampo, como son la memoria y el
aprendizaje, la regulacion del estrés y la ansiedad y del comportamiento social. Por tanto,
debido a la generacion de nuevas neuronas en la circunvolucion dentada, aumenta la
posibilidad de que participen en mas de una funcién del hipocampo. Diferentes estudios han
demostrado que la reduccion de nuevas neuronas deteriora la cognicion en tareas
dependientes del hipocampo, como la memoria de reconocimiento y el aprendizaje espacial
[13, 16].

4.4. Efectos bioldgicos de la radiacion ionizante en el hipocampo

La mayoria de los pacientes con tumores primarios 0 metastasicos en el cerebro requieren
irradiacion como tratamiento, implementando técnicas de irradiacion del cerebro completo
de manera fraccionada. Esto genera la probabilidad de desarrollar efectos secundarios en
términos de deterioro cognitivo en al menos el 90 % de los pacientes con tumores cerebrales
que sobreviven mas de 6 meses después del tratamiento [17, 18]. Actualmente no existen
tratamientos a largo plazo o estrategias preventivas para el deterioro cognitivo inducido por
radiacion. Esto se debe a que no se comprende completamente como se desarrolla la lesion
cerebral después de la irradiacion, por lo que es fundamental el desarrollo de nuevos enfoques
que manejen el desarrollo del deterioro cognitivo inducido por radiacion [17, 18].

El dafio por radiacion involucra diferentes regiones y tipos de células cerebrales,
ademas de una enorme cantidad de factores fisicos y bioldgicos que influyen para la
expresion y extension del dafio. Anteriormente, la lesion cerebral tardia inducida por
radiacion se consideraba resultado del dafio al ADN, lo que resultaba en una reduccion de la
capacidad proliferativa de las células endoteliales vasculares o gliales cerebrales. Esto ha
sido refutado gracias a los estudios preclinicos que muestran que los efectos tardios inducidos
por la radiacion, incluido el deterioro cognitivo, se producen debido a interacciones entre los
diferentes tipos de células cerebrales como los astrocitos, células endoteliales, microglia,
neuronas y oligodendrocitos [17, 18].

El deterioro cognitivo inducido por radiacion se presenta de forma particular como
una disminucion de la memoria verbal, la memoria espacial, la atencion y la capacidad para
la resolucion de problemas, todas con la probabilidad de que aumente con el tiempo.
Comunmente, el deterioro cognitivo incluye funciones dependientes del hipocampo como
son el aprendizaje, la memoria y el procesamiento de la informacion espacial. Cabe
mencionar que el hipocampo es una regién donde se lleva a cabo la neurogénesis que es un
sitio de activa diferenciacion y proliferacion [17].

La radiacion altera la neurogénesis del hipocampo, reduciendo significativamente la
cantidad de células en pacientes después de tratamiento de tumores cerebrales [17]. A
diferencia de la neurogénesis, la gliogénesis se conserva después de la irradiacion. La
asociacion entre la reduccion de la neurogénesis después de la irradiacion y una variedad de
deterioros cognitivos dependientes del hipocampo sugiere ser un vinculo mecanicista entre
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la estructura cerebral y el fendbmeno neurobiolégico. Sin embargo, no todo es provocado por
una neurogénesis alterada, el dafio inducido por irradiacién incluye la pérdida de neuronas
maduras en la circunvolucion dentada del hipocampo, alteraciones en los receptores
neuronales NMDA y factores de riesgo genéticos. Sin descartar la posibilidad del deterioro
cognitivo por irradiacion debido a la alteracion de la funcidn neuronal, en particular la
plasticidad sinéptica, ya sea a través de dafio celular directo o dafio mediado por factores del
microambiente (como es el cambio en la cantidad de especies reactivas de oxigeno en el
tejido) [17].

Otra de las causas de la alteracion de la neurogénesis hipocampal es la
neuroinflamacién y/o la homeostasis redox del microambiente del tejido [17]. En modelos
de roedores se ha presentado una elevacién de citocinas inflamatorias en el cerebro hasta 6
meses después de la irradiacion y un aumento en el nimero de microglia activada en la zona
neurogénica del giro dentado. La alteracion de la neurogénesis se refleja como una pérdida
de la sefializacién neurogénica mediada por citocinas microgliales proinflamatorias debido a
la interrupcion de nichos microvasculares dentro de la ZSG. El dafio de este microambiente
hace que la mayoria de los progenitores supervivientes adopten destinos gliales en lugar de
neuronales por tanto, los efectos de la radiacion en la neurogénesis pueden continuar
evolucionando durante varios meses a medida que las neuronas inmaduras preexistentes
completan su maduracion (ver la figura 4.6) [17, 19].
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IRRADIACION CEREBRAL EN HUMANOS Y ROEDORES

Disminucion de la Alteracién de las funciones Neuroinflamacién
neurogénesis hipocampal neuronales

!

Muerte celular de las
células precursoras vy
neuronas inmaduras.

Inhibicién de receptores
de neurotransmisores,
pérdida de la plasticidad Activacion microglial.
sindptica, etc.

Detrimento cognitivo

!

Disminucion de la memoria
verbal, memoria espacial, la
atencién y la capacidad de
resolver problemas.

Figura 4.6. Esquema del mecanismo de las posibles causas que propician la alteracion cognitiva inducida
por radiacién. Tomada y modificada de [18].

4.5. Diferencias asociadas al sexo de ratones antes y despues de la exposicion a
la radiacion ionizante

Parte del desarrollo de la presente tesis incluyo la revision de estudios experimentales donde
se hayan medido parametros de las poblaciones celulares similares a los empleados en el
modelo matematico de Cacao, E., et al. [2] y se pueda extraer informacidn util para simular
la neurogénesis hipocampal de ratones después de la irradiacion y una posible diferencia con
el sexo. Las condiciones experimentales que se buscaron en la literatura y las empleadas en
el modelo matematico son las siguientes:

e Radiacion de baja LET lo mas similar posible a la empleada clinicamente. Ejemplo:
equipos que empleen rayos X de megavoltaje como aceleradores lineales.
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Ratones macho y/o hembra de una misma cepa (C57BL/6J). Se ha comprobado que
la radiosensibilidad es dependiente de la cepa de roedores [20].

Ratones utilizados en estudios preclinicos donde se evalle la respuesta en el tejido
cerebral después de la exposicion con radiacion ionizante de baja LET.

La informacion que se requiere para los pardmetros de la simulacion es el conteo de
células proliferativas en el giro dentado del hipocampo, de neuronas inmaduras, de la
microglia en reposo, de la microglia activada y medidas del volumen del giro dentado
todo antes y después de la irradiacion.

Con base en las condiciones anteriores, se realiz6 una sintesis de las diferencias encontradas
entre ratones macho y hembras de la cepa C57BL/6J (ver la tabla 4.1). Ademas, se especifica
el sexo de ratones y el marcador inmunohistoquimico que utiliz6 cada autor para determinar
el tipo de célula:

7
L X4

BrdU: el analogo de bromodeoxiuridina es un marcador que se detecta mediante
técnicas inmunohistoquimicas en celulas en division celular. Si se examina poco
después de la administracion (horas) el etiquetado de BrdU indica que la célula ha
entrado en fase S, sin embargo, si se examina mucho tiempo después de la
administracion no se puede distinguir la deteccion de progresion en el ciclo celular
[21].

DCX: proteina de migracion neuronal doble cortina codificada por el gen DCX. Es
una proteina asociada a microtubulos expresada por células precursoras neuronales y
neuronas inmaduras en estructuras corticales, embrionarias y adultas [21].

Iba-1: la molécula adaptadora de unidn a calcio ionizada 1 es una proteina de union
a calcio especifica de microglia independiente del estado de activacion y macréfagos
que participan en la permeabilidad de la membrana y procesos fagociticos [22].
CD68: es una proteina lisosomal expresada en niveles altos por macrofagos y
microglia activada y en niveles bajos por microglia en reposo [22].
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Caracteristica

Machos control

Hembras
control

Machos post-IR

Tabla 4.1. Comparacion de volumen, microglia total, microglia activada y densidad para ratones C57BL/6J
macho y hembra antes y después de la irradiacion. IR: irradiacion. c/r: con respecto.

Hembras post-IR

Volumen de la capa
celular granular del
GD del hipocampo.

Volumen igual
1.25 x 108 um3
alaedadde 0
dias.

Igual a machos
en laedad de 0
dias.

Disminucion del
16% c/r control 4

Disminucion 35 % c/r
control 4 meses

. Volumen igual a d &5 d
5, 23 meses después de ;
[5, 23] ;/glinleoryg:’;llz 2.3% 108 ym3 a aIR después de la IR
Baja LET la edad de 4 la edad de 4
meses.
meses.

Proliferacion celular Disminucion del 73 %
en la capa granular 600 células 1200 células C/r:]?:r:gigﬁ:gzgzjela
el GD cel positivas a BrdU positivas a Disminucién del c&lulas positivas a

hipocampo (BrdU). a la edad de 4 BrdU alaedad | 42 % c/r control P
[5, 23] BrdU de machos 4
meses. de 4 meses. )
meses después de la
Baja LET IR).
Microglia en reposo ) ) o
en el GD del 54.1(.)0 células 51_190 células Dlgmlnumon del Aumento del 25 % c/r
hipocampo (Iba-1) | Positivasa Iba-1 | positivas a Iba-1 | 20 % c/r control 4 control 4 meses
[23] alaedad de 4 alaedad de 4 meses después de ,
después de IR.
meses. meses. IR.
Baja LET

Dependencia con

Dependencia

hipocampo (Iba-
1/mm3) [23]

Baja LET

por unidad de
volumen del GD
alaedad de 4
meses.

gue machos de 4
meses de edad

Aumento del 16
% c/r control.

Microglia activada la edad de los con la edad de
en el hilus del GD ratones. ratones. Aumento del 56 Sin alteracion c/r
d?cl;ggg;:?gﬁo 20 células 38 células % c/r control 12 | control 12 semanas
positivas a CD68 positivas a semanas post-IR. post-IR.
Alta LET alaedad de 6 CD68 a la edad
meses. de 6 meses.
~ Densidad de 7500 células Aumento del 64 % c/r
microglia en reposo | nositivas a Iba-1 . . control
en el GD del Misma cantidad

(significativamente

mayor que machos 4

meses después de la
IR)
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V. METODOS Y MATERIALES

Para el desarrollo de este proyecto se consideran cuatro bloques que describen la dinamica
de la neurogénesis en condiciones diferentes: 1) sin irradiacion, 2) su respuesta a la
irradiacion en fase aguda o a corto plazo, 3) su respuesta a la irradiacion a largo plazo y 4)
su respuesta dependiente con el sexo. A continuacion, se describen los métodos a utilizar
para el desarrollo de cada bloque.

5.1. Dindmica de las poblaciones de células neurales en condiciones sin
irradiacion [2]

La condicion sin irradiacion consiste en modelar mediante un modelo compartimental de 4
casillas la neurogénesis del hipocampo como funcién de la edad de ratones macho de cepa
C57BL/6J. Para ello se emplearon cuatro compartimentos propuestos por Cacao, E. et al. [2]
que son: 1.- células madre neurales (CMN), 2.- células progenitoras neuronales o
neuroblastos (NB), 3.- neuronas inmaduras (NIn) y 4.- glioblastos (GB). El esquema de la
dinamica de las poblaciones neurales se muestra en la figura 5.1.

Células madre neurales
ny (t)
j 5
Xqd4 Xpdy
Neurot(»lz;stos Glioblastos
n, (t
a, a, ny(t)

d;
Neuronas
inmaduras Oligodendrocitos y

as na(t) astrocitos

Figura 5.1. Esquema de la dindmica de la neurogénesis hipocampal en condiciones sin irradiacion. Las
poblaciones neurales determinadas por ni, nz, N3y na representan las células madre neurales, neuroblastos,
neuronas inmaduras y glioblastos, respectivamente. La flecha en ciclo (marcada con color blanco)
representa la capacidad de autorreplicacion de las CMN con una tasa especifica pi1. La diferenciacion de las
CMN se le asocia una tasa especifica di y puede ser hacia NB (Xa) 0 GB (xy) y la diferenciacién de los NB
a NIn una tasa especifica d,. Las flechas rellenas indican procesos de apoptosis con tasas az, as y as
correspondientes a NB, NIn y GB, respectivamente. Se muestran dos casillas que representan el destino
final neurogénico (neuronas maduras) y gliogénico (oligodendrocitos y astrocitos).
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Para la simulacion del modelo compartimental se considera una interaccién continua de las
poblaciones celulares neurales para lo cual se realizan las siguientes suposiciones [2]:

a) Las CMN se regulan por su proliferacion y diferenciacion a NB y GB.

b) Los NB son generados por la diferenciacion de CMN vy se considera la apoptosis de
NB.

c) El numero de NIn se determina por la diferenciacion de NB y se considera la
apoptosis de NIn.

d) Los GB son generados por la diferenciacion de CMN y se considera la apoptosis de
GB.

e) No se toma en cuenta la tasa de apoptosis de las CMN ya que es compensada con la
alta tasa de proliferacion.

La dindmica de las poblaciones de las células neurales en condiciones sin irradiacion se
describe con el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias no lineales:

dny
ndt(t) = Py (6) — dyny () (1
dn;t(t) = 2x4d;n,(8) — dyny(8) — azny(8) (2)
4 () = d,n,(t) — azns(t) (3)
dt
dn,(t) (2

dr xpding (t) — azn,(t)

Donde d, y d, son las tasas de diferenciacion de CMN a NB y de NB a NIn, respectivamente;
a,, as, a, son las tasas de apoptosis de NB, NIn y GB, respectivamente; x, y x; son las
fracciones de diferenciacion de las CMN a NB y GB, respectivamente, tal que se cumpla que
Xq + x, = 1; p, es latasa de proliferacion o autorreplicacion de las CMN. En la ecuacion
(2), el coeficiente 2, considera la proliferacion de neuroblastos como la generacion de una
célula idéntica y una célula que se diferencia a una neurona inmadura.

La manera de limitar la proliferacién de las CMN es por el efecto de la retroalimentacion
negativa, el cual estd modelado como funcion de las poblaciones celulares siguiendo la
aproximacion usada por Smirnova, O. A. [25] como:

_ ¥ (5)
1+ (0,ny +6,n, + 63n3)

P1
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Donde W es la tasa de proliferacion maxima y los multiplicadores 6, 6,, 65 representan la
contribucion desigual de las CMN, NB y NiIn en la retroalimentacion negativa de la
proliferacion de las CMN.

5.2. Dinamica de las poblaciones de células neurales después de la irradiacion y
su respuesta en fase aguda [2]

Para evaluar los efectos de la irradiacion a corto y a largo plazo de las poblaciones neurales
se clasificaron por su radiosensibilidad de acuerdo con lo propuesto por Cacao, E., et al. [2]
como no dafiadas (n;), débilmente dafadas (n;;) y fuertemente dafiadas (n;f) segun su
respuesta a la radiacion, donde el subindice j = 1 — 4, determina las cuatro poblaciones de
células neurales que se consideran en el modelo. El esquema de la dinamica de las
poblaciones neurales post irradiacion se muestra en la figura 5.2.

Para modelar la dinamica de la neurogénesis después de la irradiacion se consideran las
siguientes suposiciones [2]:

a) Las células débilmente dafiadas pueden repararse.
b) Las células fuertemente dafiadas conducen directamente a apoptosis.
c) Las células débilmente dafiadas y mal reparadas conducen a apoptosis.

d) Debido a la poca susceptibilidad a la radiacion ionizante de baja LET de las CMN y GB a
dosis entre 1 y 10 Gy y su alta tasa de proliferacion, se considera que el dafio inducido por
radiacion es insignificante en ambas poblaciones.
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Figura 5.2. Esquema del modelo de la neurogénesis hipocampal después de la irradiacion. Una vez
irradiadas, las células son clasificadas por células sin dafio (n;), débilmente dafiadas (njs) y fuertemente
dafiadas (njr), donde el subindice j indica la poblacion neural. Los dafios inducidos por radiacion se describen
por las constantes ki, ko, ks, ks (lineas solidas). Se dividen entre dafio débil (k;4) y dafio fuerte (k;;). Las
tasas de reparacion se determinan por las constantes a;, @,, @5, a,. Estas Ultimas se dividen en las tasas de
células dafiadas débilmente que son reparadas ay;., &5, @3, 4, (flecha punteada y clara) y en las tasas
de células que son dafiadas débilmente y conducen a una mala reparacion @y,,, @om, Xzm, Aam (flecha
continua y rellena). El nimero de células apoptéticas (ns) tiende a aumentar debido al dafio por la irradiacién
y se determina por las tasas de células fuertemente dafiadas que conducen directamente a apoptosis v,, v,,
V3, V4 Y POI ;. Vs €s la tasa de eliminacion de células apoptoticas. La retroalimentacion negativa de la
proliferacion de las CMN (flechas punteadas oscuras) se representan con las tasas de contribucion 6, 6,,
03, 0,,4 por parte de CMN, NB, NIny la microglia activada, respectivamente. La fraccion de diferenciacion
de CMN a NB se ve afectada por la irradiacion, representado por x, ;5.

La dindmica de las poblaciones de células neurales después de la irradiacion se describe
mediante las siguientes 13 ecuaciones diferenciales ordinarias no lineales:

dnd;t(t) = piny () — dyn, (t) — kng (8) + aq,n4(t)

(6)

T _ e am(©) = armaa® 7
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dnlf(t) = klfnz (t) - V1n1f(t) (8)

dt

dn;t(t) = 2x,d N, (t) — dyn, (t) — azn, (t) — kyny (t) + agengg (t) (9
d"z(t) = kpgny(t) — ayny,(t) (10)

dn(zift(t) = kanZ(t) - VZan(t) (11)

: 12

Tldgt(t) =d,n, (t) — Cl37’l3(t) - k3n3(t) + a3rn3d(t) (12)

d 13

ni{;(t) = k3gnz(t) — aznzg(t) (13)

‘ 14

nzj;(t) = k3ng(t) — vange(t) (14)

dn;t(t) — delnl(t) — a4n4(t) — k47’l4(t) + a4rn4d(t) (15)
dn;i(t) = kygna(t) — agng (t) (16)

dn:;(t) = karny(t) — vang (t) (17)

dn;t(t) = UymNaq(t) + vznzf(t) + azp,nsg(t) + V3n3f(t) — veng(t) (18)

A continuacion se explica brevemente el sistema de ecuaciones diferenciales. En las
ecuaciones que representan una poblacion celular neural (la poblacién n, en la ecuacion (6),
n, en (9), n; en (12) y n, en (15)), se considera su crecimiento natural con el tiempo, ademas
de una diminucion de células inducidas por radiacion ionizante y un aumento de células
debido a una posible reparacion. Posteriormente, se estudian en cada grupo dos
subpoblaciones que indican si fueron débil (n;,) o fuertemente dafiadas (njf). Finalmente,
la ecuacién 18 representa el aumento de células apoptoticas expresado por células débil y
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fuertemente dafiadas de los NB y NlIn y el altimo término refiere a un proceso natural de
vaciado de células apoptoticas.

Las tasas de dafio y reparacion inducida por radiacion son descritas por k; y aj,
respectivamente. Las lesiones inducidas por radiacion son divididas en dos componentes: k4
Yy kj¢ para celulas débil y fuertemente dafiadas, respectivamente. Una fraccion de las celulas
debilmente dafiadas son reparadas con una constante aj., mientras que las células mal
reparadas conducen a apoptosis con una constante a;,,. Las células fuertemente dafiadas y
debilmente dafiadas pero mal reparadas conducen a apoptosis con una constante v; y ajp,,
respectivamente. Estas constantes cumplen las siguientes relaciones:

a; = wk; a)
aj = Qjr + Ajy b)
Ar = §j0 <
tjm = (1= ¢;)a; Y
kia = vjk; e)
ki = (1-v;) D

La constante ¢; determina la fraccion de células débilmente dafiadas reparables, y; determina
la fraccion de las células debilmente dafiadas y w determina la tasa de reparacion. Se
consideran las constantes & y I' para representar las contribuciones de las células dafiadas
débil y fuertemente, respectivamente.

vj g

r
b a]-m

Para la modelar la neurogénesis despueés de la irradiacion y su respuesta a corto plazo se hace
la suposicion de que las tasas de proliferacion, de diferenciacion y de reparacion del dafio de
las poblaciones neurales son insignificantes en comparacion con las tasas de induccion de
dafio en el momento de la irradiacion (pocos minutos). Asi, las poblaciones neurales al final
de la irradiacion, de duracion (t;z), se expresan de la siguiente manera:

(-507)
n;(t;g) = n;j(0)e’ “oJ (19)

njq(tir) = yjn;(0) ll - e(_D—fU)l (20)
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iy (t1a) = (1= 1)y (0) [1 - e(_D_‘”’)l 1)

Donde D es la dosis absorbida en Gy y D,; es la dosis letal media en Gy, es decir, la dosis
en la que el 37 % de las células no son dafiadas. Las ecuaciones (19) a (21) se convierten en
las condiciones iniciales (o poblaciones de células neurales iniciales) para resolver las
ecuaciones diferenciales (6) a (18) y los términos k; ya no contribuyen en los tiempos
posteriores a la irradiacion.

La tasa de proliferacién de las CMN (p,) determinada por la ecuacion (5) se modifica para
tomar en cuenta los dafios inducidos por la radiacion a p;g. La contribucion de las
poblaciones neurales post irradiacion se determina con las constantes 6;. La ecuacion (22)
describe la tasa de proliferacion de la CMN:

Y
= 22
1+6,n,+6, (nz + dn,,; + Fnzf) + 0, (n3 + dng, + Fn3f) (22)

P1,r

5.3. Dinamica de las poblaciones de células neurales después de la irradiacion y
su respuesta a largo plazo [2]

La activacion de la microglia es uno de los factores que influyen en el dafio meses o afios
después de la irradiacion, ya que su respuesta a una lesion cerebral es promover la
neuroinflamacién mediante la liberacion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias de
manera exacerbada y prolongada, que generan un ambiente neurotdxico en el tejido irradiado.
Para describir los efectos de la microglia activada («) en la proliferacion y su impacto en el
destino celular de la neurogénesis hipocampal (A) se consideran las ecuaciones paramétricas
(23) y (24) propuestas por Cacao, E., et al. [2], que determinan el incremento fraccional de
la microglia activada y la disminucién del destino neurogénico como funcién del tiempo post
irradiacion. Estudios experimentales han demostrado que tanto el incremento de la microglia
activada como la disminucion del destino neurogénico inician aproximadamente 30 dias (t,;)
después de la irradiacion [26, 27].

du(t) D 0 parat < t, (23)
dt [AOm (W) + Bt + Cmtz] e *mT parat>t,
1im
dA(t) 0 parat < tg (24)

7 D
dt {[A()d <m> + Bogut + Bigut + Cdtz] e % parat>t,
1

Donde D es la dosis absorbida en Gy. Las constantes A;, B;,C; y A;, donde el subindice i
indica si la ecuacién refiere a la microglia activada (m) o del destino neurogénico (d), se
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determinaron a partir de un ajuste paramétrico realizado por Cacao, E., et al. [2]. Cabe
mencionar que el modelo matemético toma en cuenta Unicamente el incremento de la
microglia activada (ecuacién 23), no asi el de la microglia en reposo ni su conjunto.

El destino neurogénico de la neurogénesis hipocampal (A) cumple con la siguiente expresion

[2]:

_ XalR
A== (25)
XaIr = A Xa (26)

Recordando que x, es la fraccion de diferenciacion de CMN a NB y x, ;z representa la
alteracion inducida por radiacion de dicha fraccion de diferenciacion. La ecuacion (26)
representa de forma matematica que si A es 1, x,;z no tiene cambios despues de la
irradiacion, es decir, es una condicion sin irradiacion. Cuando interacciona la radiacion con
el tejido, hay una disminucion de los neuroblastos, dando como resultado una disminucién
de Ay por lo tanto, x4 ;r < x4, resultando en una disminucion en la neurogénesis.

La tasa de proliferacion de las CMN ahora debe tomar en cuenta los dafios inducidos por la
radiacion y su respuesta a largo plazo descrita con un coeficiente 6,,, que representa la
contribucion del incremento en el nimero de la microglia activada en la proliferacion:

_ 7 (27)
1+6:n, +6, (nz + dn,,y + Fnzf) + 65 (n3 + dnzy + Fn3f) + Opmglt

P1,r

5.4. Dinamica de las poblaciones de células neurales después de la irradiacion y
su dependencia con el sexo

Se realizd una revision bibliografica para la obtencion de datos experimentales que pudieran
compararse con los resultados de las simulaciones de esta seccién (ver la tabla 4.1).
Posteriormente, con el fin de proponer y determinar los pardmetros que mejor representen
las diferencias asociadas al sexo observadas en el dafio inducido por irradiacion cerebral en
ratones y que reprodujeran los datos experimentales, se plantearon las siguientes hipétesis:

Hipdtesis A. Las diferencias entre los sexos se asocian a que las cantidades iniciales en las
poblaciones de células neurales (células madre neurales, neuroblastos, neuronas inmaduras
y glioblastos) son diferentes entre machos y hembras.

Hipdtesis B. La microglia activada se considera igual en ratones macho y hembra, pero
debido a que se ha reportado que la poblacién de neuroblastos y neuronas inmaduras
disminuye en mayor cantidad en ratones hembra que en machos después de la irradiacion, el
valor del parametro ©,,,, que representa la contribucion del incremento en la microglia
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activada en la proliferacion de las CMN, se incrementaré en hembras para observar un mayor
dafio en este sexo.

Hipdtesis C. EI parametro ©,,, es igual en ratones macho y hembra, pero para modelar un

mayor dafio en ratones hembra, la cantidad de microglia activada tras la irradiacion sera
mayor que en ratones macho.

Hipdtesis D. Se considera el valor del parametro ©,,, igual en ratones macho y hembra, pero
se toma en cuenta diferentes volumenes del GD entre ratones macho y hembras tras la
irradiacion, esto se modelard como una mayor densidad de microglia activada (numero de
células por unidad de volumen del GD) en los ratones hembra que en los machos como
sugiere la literatura.

Con este método se obtuvieron los valores de los parametros correspondientes para las
simulaciones de la neurogénesis hipocampal de ratones hembra. Que representan la principal
diferencia con respecto al modelo de Cacao, E., et al. [2], ya que el modelo de los autores
solo considera la neurogénesis hipocampal de ratones macho.

Mayor neurogénesis hipocampal en hembras que
en machos de edad de 4 meses (antes de la
irradiacion). Las poblaciones 4 meses después
de la irradiacion son iguales en machosy
hembras.

Neurogénesis
hipocampal

Disminucion del 16 % en machos y del 35 %
en hembras 4 meses después de la
irradiacion con respecto a su valor antes
de la irradiacion.

Volumen del giro

Diferencias de dentado del ———
sexo en ratones hipocampo

antes y después
de la irradiacion

Mayor cantidad de microglia
activada en ratones hembra que
en machos.

Mayor contribucién de la microglia
Neuroinflamacion activada en el modelo matematico
en ratones hembra (6,,,) -

Densidad de microglia activada

mayor en ratones hembra que en
machos.

Figura 5.3. Esquema de la dependencia con el sexo de la neurogénesis hipocampal antes y después de la
irradiacion cerebral de ratones.
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5.5. Software

Una vez establecidas las ecuaciones y el valor de cada pardmetro, los sistemas de ecuaciones
diferenciales son resueltos por el solucionador ode45 del software MATLAB version R2019a
(Massachusetts, EUA).

El solucionador ode45 se basa en una formula explicita del método de Runge-Kutta-Fehlber
de 40 orden. Es un método de un solo paso. Los solucionadores de MATLAB son capaces
de estimar el error en la solucion en cada etapa temporal y decidir si el paso es demasiado
grande (lo que implica una incertidumbre alta) o demasiado pequefio, dependiendo la
tolerancia que se le especifique.

Con el software Wolfram Mathematica version 12.3 (lllinois, EUA) se determinaron nuevos
valores de pardmetros que representaran las diferencias en sexo dentro del modelo
matematico.
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5.6. Diagrama de flujo de solucion de cada seccion

A continuacion, en la figura 5.4 se muestra un diagrama de flujo donde se mencionan los
pasos empleados para la simulacion de la neurogénesis en cada bloque.

La neurogénesis hipocampal y su dependencia con la edad de ratones

+Solucion al sistema de ecuaciones 1 a 4, empleando como condiciones iniciales a las
poblaciones celulares antes de la irradiacion.

+Se emplea la proliferacion de las CMN de la ecuacion 5.

La neurogénesis y su respuesta a corto plazo después de la exposicion a la radiacion
*Solucion de las ecuaciones 19 a 21 para obtener las poblaciones celulares justo
después de la irradiacion. Estas ecuaciones utilizan como condicion inicial a las
poblaciones antes de la irradiacion.

«Solucidn al sistema de ecuaciones 6 a 18 para simular la dindmica de la neurogénesis
después de la irradiacion y su respuesta a corto plazo (de 2 dias hasta 30 dias después
de la exposicion). Se utilizaron como condiciones iniciales los resultados obtenidos de
las ecuaciones 19 a 21.

«Se emplea la proliferacion de las CMN de la ecuacion 22.

La neurogénesis y su respuesta a largo plazo después de la exposicion a la radiacion
+Solucion al sistema de ecuaciones 6 a 18 en conjunto con las ecuaciones 23 y 24 y el
empleo del parametro de la alteracion de la diferenciacion de CMN a NB (xg g,
ecuacion 26), para tiempos mayores a 30 dias después de la exposicion. Se utilizaron
como condiciones iniciales los resultados obtenidos de las ecuaciones 19 a 21.

+Se emplea la proliferacion de las CMN de la ecuacion 27.

La neurogénesis y su respuesta asociada al sexo de ratones después de la exposicién
a la radiacion

*Variacion de la tasa de proliferacion maxima y la tasa de apoptosis para determinar los
valores correspondientes para los ratones hembra.

*Variacion de la contribucion de la microglia activada en la proliferacion de CMN para
determinar los valores correspondientes para los ratones hembra.

*Variacion de los pardmetros de la ecuacion 23 y 24 para simular una mayor cantidad
de microglia activada en ratones hembra.

*Implementacion de nuevos parametros en las ecuaciones 23 y 24 para simular un
incremento de la densidad de la microglia activada y la consecuente disminucion del
destino neurogénico en ratones de ambos sexos.

Figura 5.4. Diagrama de flujo de la solucién de la dindmica de la neurogénesis hipocampal de ratones en
las diferentes condiciones propuestas en cada seccion: 1) sin irradiacion, 2) la respuesta a corto plazo
después de la exposicién a la radiacion, 3) la respuesta a largo plazo después de la exposicion a la radiacion
y 4) la respuesta asociada con el sexo.

El c6digo de MATLAB empleado para la solucién de las secciones se puede encontrar en el
apéndice.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan por separado los resultados de la simulacion matematica de la
dindmica de la neurogénesis en 4 condiciones diferentes: 1) sin irradiacion, 2) irradiacion y
su respuesta a corto plazo, 3) irradiacion y su respuesta a largo plazo y 4) la dependencia de
la radiosensibilidad de la neurogénesis con el sexo que se realiza con base en la revision
bibliogréfica realizada.

6.1. Dinamica de las poblaciones de células neurales en condiciones sin
irradiacion

Los valores de los parametros empleados en las ecuaciones que describen la dindmica de las
poblaciones neurales en condiciones sin irradiacion (ecuaciones 1 - 4) se muestran en la tabla
6.1. Para resolver el sistema de ecuaciones diferenciales se emplean condiciones iniciales,
que, visto de una forma no matematica, son las poblaciones neurales al tiempo igual a 0 dias
de los ratones macho. Las cuatro poblaciones neurales fueron estimadas numéricamente de
acuerdo con el estudio de Cacao, E., et al. [2] (ver la tabla 6.2).

Tabla 6.1. Parametros del modelo de la neurogénesis hipocampal sin irradiacion de ratones macho C57BL/6J.
Estos valores fueron estimados de los estudios experimentales de Encinas, J.M., et al. [28] y Ben, N., et al.

[29].
‘ Parametro Valor [unidad] ‘

y 0.5 [dia™?]
6, 0.005

6, 0.05

03 0.005

dy 0.015 [dia™!]
d, 0.060 [dia™*]
a; 0.008 [dia™!]
a; 0.022 [dia™!]
a, 0.008 [dia™*]
Xq 0.85

Xp 0.15
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Tabla 6.2. Poblaciones de células neurales de ratones macho C57BL/6J con edad de O dias.

Poblacién neural Nudmero de células en el dia 0 ‘

Células madre neurales 47680
Neuroblastos 40318
Neuronas inmaduras 209654
Glioblastos 69885

En la tabla 6.1 se muestran los pardametros que modelan la neurogénesis hipocampal en
condiciones sin irradiacién. En particular se supone que la tasa de apoptosis natural de
neuroblastos es la misma para glioblastos debido a la falta de datos experimentales de
glioblastos. Las fracciones de CMN que se diferencian a neuroblastos y glioblastos se
determinaron como 0.85 y 0.15, respectivamente, de acuerdo con los estudios de Encinas, J.
M., et al. [28] y Mizumatsu, S., et al. [26].

En la figura 6.1, se muestra el resultado de la simulacion matematica en condiciones sin
irradiacion de las poblaciones neurales como funcion de la edad en dias de los ratones macho
C57BL/6J. Las poblaciones se normalizaron por el valor maximo de cada poblacion, es decir,
para el valor de la edad de 0 dias, por lo que se denominan fraccion de poblaciones.

El coeficiente de determinacion (R?) refleja qué tan adecuado es el ajuste del modelo a los
valores experimentales, de modo que entre mas cerca de 1 sea el valor, mejor es el ajuste del
modelo. Con base en lo anterior y los resultados obtenidos, se puede decir que el modelo
simula correctamente la dindmica de las poblaciones neurales como funcion de la edad.
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Figura 6.1. Simulacion matemaética de la neurogénesis hipocampal y su dependencia con el tiempo de la
poblacion de a) células madre neurales, b) neuroblastos, ¢) neuronas inmaduras y d) glioblastos. Se muestran
los valores experimentales obtenidos de acuerdo con los estudios de Encinas, J.M., et al. [28] y Ben, N., et
al. [29] y el valor R? de la relacién con el modelo.

Con estos resultados se puede decir que el modelo matematico simula la dinamica de las
poblaciones neurales como funcion de la edad de ratones macho de cepa C57BL/6J sin
irradiar. EI modelo utiliza pardmetros calculados por los estudios de Cacao, E., et al. [2].
Reproduce los datos experimentales reportados que incluyen  marcadores
inmunohistoquimicos de cada poblacion en condiciones sin radiacion: nestina para células
madre neurales, Ki-67 para neuroblastos y DCX para neuronas inmaduras, co-etiquetados
con BrdU para observar la proliferacion de células. Se tiene la excepcion de que la simulacion
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no concuerda con los glioblastos debido que hasta el momento no se encontraron valores
experimentales para realizar una comparacion.

De la figura 6.1 se puede decir que la neurogénesis es méas activa a una edad mas temprana,
es decir, hay mayor cantidad de células neurales. Se espera entonces que los dafios inducidos
por radiacion sean mas drésticos en este periodo de tiempo (antes de los 200 dias de edad).
Asimismo, se aprecia que la neurogénesis en la edad media de los ratones (10-14 meses) es
mucho menor que en etapas tempranas (antes de 3 meses). Por ejemplo, la reduccion de las
CMN de 1 mes a 10 meses de edad es del 96 %. Sin embargo, la cantidad de células nunca
Ilega a ser cero, lo que sugiere que los ratones a lo largo de su vida llevan a cabo la formacién
de nuevas neuronas. Se consideraron estas caracteristicas generales para modelar los efectos
de la radiacion sobre la neurogénesis hipocampal primero en ratones macho.
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6.2. Dinamica de las poblaciones de células neurales después de la irradiacion y
su respuesta a corto plazo

Los valores de los parametros empleados en las ecuaciones que describen la dindmica de las
poblaciones neurales después de la irradiacion y su respuesta a corto plazo (ecuaciones 6 a
18, 19 a 21 y 22) se muestran en la tabla 6.3. De la misma forma, fueron estimaciones

numeéricas de acuerdo con los estudios de Cacao, E., et al. [2].

Tabla 6.3. Parametros del modelo de la neurogénesis hipocampal después de la irradiacion cerebral de
ratones macho C57BL/6J. Estos valores son obtenidos de acuerdo con los estudios experimentales de
Mizumatsu, S., et al. [26] en donde ratones macho de 60 dias de edad y de la misma cepa, fueron irradiados
con diferentes dosis y marcados inmunohistoquimicamente para la evaluacion antes y después del dafio
segun la disminucidn de las poblaciones celulares.

Valor [unidad]

Parametro Valor [unidad] Parametro

a1 = Oy

a

as
a1y = Ayr

A2y

azy

A1m = Ay

1333
133

1386
138

0.75
0.075
0
0
0
0 [dias™1]

0.875 [dias™1]

V3

Vs
$1=384
$2=43
W1 = Wy
Wz = W3

Y1 =74

0.0875 [dias~1]
0.001 [dias™!]

0
0.99
0
0.4
0
0.01
0.05
0.75 [Gy]
7.5 [Gy]
1
1.05
50

Como se mencion6 en las hipotesis iniciales, el dafio inducido por radiacion en las
poblaciones de CMN y GB es despreciable en comparacion con su tasa de proliferacién, por
lo tanto, las constantes que representan dicho dafio son cero, como se muestra en la tabla 6.3.
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Se utilizaron las ecuaciones 19 a 21 para obtener las poblaciones neurales justo después de
diferentes la irradiacion. Estas ecuaciones utilizan como condiciones iniciales a las
poblaciones neurales de ratones antes de la irradiacion.

Para comparar la respuesta de la neurogénesis hipocampal después de la irradiacion y su
dependencia con la edad, se tomaron en cuenta ratones con edades de 21y 60. EI nimero de
células en estas edades fueron calculados a partir de la simulacion matemética de la dindmica
de poblaciones de células neurales en condiciones sin irradiacion, para un tiempo de 21y
60 dias. Estos valores se muestran en la tabla 6.4.

Tabla 6.4. Pablaciones de células neurales de edades de 21 y 60 dias de ratones macho C57BL/6J.

Numero de células en Numero de células

Poblacién neural

el dia 21 en el dia 60
- Célulasmadre neurales 19739 34941
Neuroblastos 9726 20934
Neuronas inmaduras 89212 160000
Glioblastos 46518 60852

En la figura 6.2, se muestran las graficas de las fracciones de neuroblastos y neuronas
inmaduras sobrevivientes después de la exposicion a diferentes dosis de radiacion, resultantes
de una simulacion matematica para ratones de 21y 60 dias de edad. La simulacion consta de
la exposicion a la radiacién con diferentes dosis y para un tiempo igual a dos dias se
obtuvieron el numero de neuroblastos y neuronas inmaduras sobrevivientes. Este tiempo
corresponde con en el maximo numero de celulas apoptéticas. Las poblaciones de
neuroblastos y neuronas inmaduras se normalizaron por el valor antes de la exposicion, por
lo que se nombran fraccion sobreviviente de poblaciones.

Los valores experimentales de los neuroblastos después de la irradiacion muestran una
dependencia con la edad de los ratones de 21y 60 dias, mientras que para neuronas inmaduras
no se observa dicha dependencia con la edad [2]. Esta relacion se simul6 con el parametro de
dosis letal media, D, cuyo valor cambia segun la edad en la que el raton es irradiado. De
acuerdo con los estudios de Cacao, E., et al. [2], se determind que para ratones de 21 dias de
edad un valor igual a 2.5 Gy y para ratones de 60 dias de edad corresponde un valor D,, igual
a 0.75 Gy. Por otro lado, para neuronas inmaduras, corresponde un valor D, igual a 7.5 Gy
para cualquier edad.
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Figura 6.2. Respuesta a corto plazo (2 dias después de la irradiacion) de las poblaciones neurales de ratones
macho de 21 dias (graficas a-b) y 60 dias de edad (gréaficas d-e). Aumento de la poblacion de células apoptéticas
normalizada con respecto a la poblacion de células apoptéticas a 1 Gy, como funcidn de la dosis, de ratones
de 21 dias (grafica c) y 60 dias de edad (gréfica f) 2 dias después de la irradiacion. Se muestran los valores
experimentales del estudio de Rola, R., et al. [27] para ratones de 21 dias de edad y de Mizumatsu, S., et al.
[26] para ratones de 60 dias de edad y el valor R? para la relacion entre el modelo y el valor experimental.
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Las gréficas 6.2a y 6.2d muestran que los neuroblastos de los ratones de 21 dias son menos
susceptibles a la radiacion que los de los ratones de 60 dias de edad. Por otro lado, las gréficas
6.2b y 6.2e, no muestran diferencias en la sensibilidad a la radiacion de las neuronas
inmaduras para ratones jovenes y adultos. Por lo tanto, con este modelo se verifica que la
susceptibilidad de los neuroblastos a la radiacion aumenta con la edad. Por el contrario, las
neuronas inmaduras no muestran diferencias en la susceptibilidad a la radiacion con la edad.
Esto se debe a que los neuroblastos se encuentran en una etapa de diferenciacién menor que
la de las neuronas inmaduras, lo que causa una mayor sensibilidad a la radiacion. Este efecto
se representa en el modelo matematico como una contribucién a la retroalimentacion
negativa de la tasa de proliferacion de células madre neurales (p,) por los neuroblastos
(6,) diez veces mayor que por las neuronas inmaduras (65), como se muestra en la tabla 6.1.

Con el modelo matematico se simul6 la cantidad maxima de células apoptéticas inducidas
por la radiacion (ver la figura 6.3). Se encontrd que para dosis mayores que 2 Gy, este pico
de células apoptoticas ocurre entre 24 y 48 horas después de la irradiacion. Este
comportamiento de la curva reproduce lo encontrado por Fike, J.R., et al. [30], en donde se
demuestra ademas que después de la exposicion a la radiacion, la proliferacion celular se
recupera hasta equiparar los niveles de los ratones no irradiados.
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Figura 6.3. Incremento de células apoptéticas como funcion del tiempo post irradiacion. La curva fue
obtenida a partir de la simulacion de ratones macho C57BL/6J con edades de 21 y 60 dias, expuestos a 8
Gy de radiacion de baja LET.
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En las figuras 6.2c y 6.2f, se muestran las graficas del aumento de las células apoptéticas dos
dias después de la irradiacion de ratones de 21 y 60 dias de edad, respectivamente, las cuales
dependen de la dosis. En dichas curvas, se muestran dos pendientes, unaentre 0y 2 Gy y la
segunda por arriba de 2 Gy. Esto sugiere que para dosis menores que 2 Gy la principal
contribucion de las células apoptdticas proviene de los neuroblastos y para dosis mas altas la
contribucion corresponde a neuronas inmaduras. La diferencia entre el aumento en las células
apoptdticas es la edad en que los ratones macho fueron irradiados, lo que verifica la
dependencia con la edad. EI modelo reproduce los datos experimentales de acuerdo con lo
reportado por Mizumatsu, S., et al. [26], ya que se obtienen R? mayores a 9 en las
simulaciones de los neuroblastos de ratones de 21 y 60 dias de edad, neuronas inmaduras y
células apoptdticas de ratones de 60 dias de edad. En el caso de la simulacién de las neuronas
inmaduras de ratones de 21 dias de edad, se obtiene un coeficiente de determinacion menor
a 9 y una diferencia porcentual maxima del 29 % con respecto a los valores experimentales.
Los valores de dosis letal media (D,) para neuroblastos y neuronas inmaduras fueron
determinados de acuerdo con los experimentos de Mizumatsu, S., et al. [26] y Rola, R., [27].
El valor de la dosis letal media para neuronas inmaduras no cambié con la edad de los ratones
expuestos a 8 Gy, por el contrario, el valor de D, para neuroblastos si depende de la edad. El
hecho de que la dosis letal media dependa de la edad implica una limitacién para el modelo
matematico ya que, para poder simular la dinamica de las poblaciones neurales de un raton a
una edad determinada, se requiere introducir al modelo matematico el valor de D, para los
neuroblastos.
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6.3. Dinamica de la poblacién de células neurales después de la irradiacion y su
respuesta a largo plazo

Existe evidencia experimental de que para tiempos posteriores a la irradiacion que van de 1
a 3 meses hay una alteracion en la neurogénesis hipocampal de ratones y esto se ve reflejado
como una contribucion negativa a la proliferacion de CMN en el modelo matemaético. Lo
anterior se debe principalmente a una respuesta inflamatoria generada por un aumento en las
células microgliales activadas en tiempos posteriores a la exposicion con radiacion de baja
LET.

Las constantes empleadas en las ecuaciones que describen la dindmica de las poblaciones
neurales después de la irradiacion y su respuesta a largo plazo (ecuaciones de 6 a 18 y 27) se
muestran en la tabla 6.3.

Los parametros para modelar el incremento de la microglia activada y la disminucién del
destino neurogénico (ecuaciones 23 y 24) de ratones macho C57BL/6J se muestran en la
tabla 6.5.

Tabla 6.5. Parametros de ajuste para representar el modelo de incremento de la microglia y la diminucion
del destino neurogénico, de acuerdo con las estimaciones de Cacao, E., et al. [2].

Activacion Destino
. . Valor o
microglial (u) neurogénico (A)
Aom 0.05 Aoa —0.06
Aqm [GY] 9 A4 [GY] 9
1 _ —9.6x1073
— —7.5x107° B
Bum [dias] x 0d
1 _ 1 1x1073
—_ —1x1075 [ ]
Cm [diasz] x B1a dias
1 1 1x1073
0.025 [ ]
A [dias] Ca dias?
1 0.0268
4 [dl'as]

En la figura 6.4 se muestra el resultado de la simulacion matematica del incremento de la
microglia activada y la disminucién del destino neurogénico como funcion de la dosis. Los
datos experimentales son los reportados por Mizumatsu, S., et al. [26] y corresponden a la
proporcidn de las mediciones de BrdU con respecto a los marcadores inmunohistoquimicos
CD68 para activacion microglial y NeuN para la generacion de nuevas neuronas maduras en
la ZSG del GD del hipocampo. Los datos experimentales se obtuvieron después de 2 meses
de la exposicion de cerebros de ratones C57BL/6J con diferentes dosis.
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Figura 6.4. Gréafica del incremento de la microglia y la disminucion del destino neurogénico como funcién
de la dosis. Se muestran los valores experimentales de acuerdo con Mizumatsu, S., et al. [26] y el valor R?
para la relacién con el modelo.

En lafigura 6.5 se muestra el resultado de la simulacién de los neuroblastos y de las neuronas
inmaduras después de la irradiacion y su respuesta a corto y a largo plazo. En la figura 6.5a
se muestra la grafica de la fraccion de neuroblastos sobrevivientes; primero se puede observar
una reduccién sustancial de células con respecto a su valor antes de la irradiacion: para 1y
10 Gy los neuroblastos se redujeron un 73.6 y 99.9 %, respectivamente, 2 dias después de la
irradiacion. Este efecto se atribuye a la respuesta a corto plazo inducida por la irradiacion.
Posteriormente, la poblacion de neuroblastos aumenta (para 1 Gy y para 10 Gy se observo
un aumento de 107% y de 7 érdenes de magnitud (107 %), 25 dias después de la irradiacion,
respectivamente), lo que indica que la proliferacién compensa la pérdida abrupta de células.
El méaximo de la curva es un punto de equilibrio entre la proliferacion y la muerte celular, ya
que la influencia de la microglia activada en este punto no permite la recuperacién de la
poblacién de neuroblastos. Aproximadamente 30 dias después de la irradiacion es cuando el
efecto de la microglia activada domina y vuelven a disminuir las poblaciones de los
neuroblastos de los ratones irradiados. Este efecto es dependiente de la dosis, ya que a mayor
dosis mayor es el efecto de la microglia.

En la gréfica de la fraccion de neuronas inmaduras sobrevivientes (figura 6.5b), la respuesta
a corto plazo se observa como una disminucion de la cantidad de células (para 1y 10 Gy una
reduccién del 13 % y 73.6 %, respectivamente, 2 dias después de la irradiacion). Luego, las
curvas de las neuronas inmaduras de los ratones irradiados no presentan un aumento similar
a los neuroblastos (por ejemplo un aumento del 107 %), ya que en este nivel de maduracién
celular ya no existe un proceso de proliferacion. El efecto a largo plazo inducido por la
activacién de la microglia se muestra como una disminucién de las neuronas inmaduras de
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los ratones irradiados con respecto a la poblacion de los no irradiados. Este efecto también
es dependiente de la dosis.
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Figura 6.5. Dafio inducido por la radiacion y su respuesta a largo plazo de las poblaciones de a) neuroblastos
y b) neuronas inmaduras como funcion del tiempo después de exponerlas a diferentes dosis.
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En la figura 6.6 se muestran el resultado de la simulacion de los cuatro compartimentos celulares
como funcidn del tiempo post irradiacion y la comparacion entre la influencia de la microglia
activaday sin este efecto. En las graficas de las CMN de las simulaciones de ratones irradiados
con diferentes dosis (figuras 6.6a y 6.6e) no se observa un efecto a corto plazo ya que tienen
la misma cantidad de células que la poblacion de los ratones no irradiados. En el caso donde
se simula el efecto de la microglia activada (figura 6.6a) se muestra un aumentd despreciable
(menor que 2 %) de CMN de los ratones irradiados con respecto a las CMN de los ratones
no irradiados.

En las gréaficas de los NB de las simulaciones de ratones irradiados con diferentes dosis
(figuras 6.6b y 6.6f) primero se puede observar una reduccién y un posterior aumento de
células. Mismo efecto observado en la figura 6.5a. En el caso donde no se simula la microglia
activada (figura 6.6f), las curvas de las poblaciones de NB de los ratones irradiados alcanzan,
debido a la proliferacion, los mismos valores que la poblacién de los ratones no irradiados.

En las gréficas de las NIn de las simulaciones de los ratones irradiados con diferentes dosis
(figuras 6.6¢ y 6.6g) también se observa una reduccion de células, lo que corresponde a la
respuesta a corto. Mismo efecto observado en la grafica 6.5b. La grafica donde no se simula
el efecto de la microglia activada (figura 6.6g) no muestra diferencias significativas (mayores
que 2 %) entre las NIn de los ratones irradiados y de los ratones no irradiados para tiempos
posteriores a los 150 dias.

Por ultimo, en las graficas de los GB de las simulaciones de ratones irradiados con diferentes
dosis (figuras 6.6d y 6.6h) no se presenta un efecto a corto plazo, situacion similar a la de las
gréficas de las CMN. Sin embargo, el efecto de lamicroglia activada en la grafica de la figura
6.6d, muestra un aumento significativo (mayor que 2 %) de los GB dependiente de la dosis
de radiacion de los ratones con respecto a los GB de los ratones no expuestos. Este efecto no
se muestra en donde no se simula la microglia activada (figura 6.6h).

En esta seccion de resultados se simularon el aumento de la microglia activada en el giro
dentado del hipocampo y la disminucién en el destino neurogénico. Esto ultimo se interpreta
como una menor cantidad de células madre neurales que se diferencian a neuroblastos y
consecuentemente una menor produccion de neuronas inmaduras. Ademas, se muestra el
comportamiento encontrado por Monje, M. L., et al. [31] en donde obtuvieron que para dosis
entre 2y 10 Gy, la activacion microglial tiene un papel en la disminucion de la diferenciacion
de CMN a NB y un aumento en la diferenciacion de CMN a GB. Es decir, hay un aumento
en la gliosis causada por la activacion microglial.

El aumento de la microglia activada es una respuesta inmune del sistema nervioso central
ante un dafio al tejido por la radiacion. La activacion microglial genera una sefializacion
celular que libera citocinas y quimiocinas proinflamatorias con el fin de reparar el dafio del
tejido. Sin embargo, una estimulacion excesiva y prolongada desarrolla neuroinflamacion
que modifica el microambiente haciéndolo neurotoxico, en otras palabras, mortal para las
poblaciones neuronales del sistema nervioso central. El dafio inducido por la radiacién de
baja LET, genera esta respuesta a largo plazo en el sistema nervioso central. Se ha visto que
incluso 6 meses después de la exposicion, la microglia activada esta presente la region
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afectada [17, 11].
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Figura 6.6. Dindmica de poblaciones neurales como funcion del tiempo post irradiacion con la influencia
de la microglia activada como respuesta a largo plazo (gréficas a-d) y sin la influencia de la microglia
activada (graficas e-h) en ratones macho C57BL/6J.

48



6.4. Dindmica de la poblacién de células neurales despues de la irradiacion y su
dependencia con el sexo

A partir de la revision bibliogréfica de las diferencias antes y después de la irradiacion
asociadas al sexo de ratones (ver la tabla 4.1) se realizan las siguientes aseveraciones:

1. En el momento del nacimiento, los ratones hembray macho tienen la misma cantidad
de células en proliferacion (se supondra que en el nacimiento la igualdad se da en el
namero de células madre neurales 0 CMN); 4 meses después del nacimiento hay una
mayor cantidad de células en proliferacion en ratones hembra que en machos [5, 23].

2. Después de la exposicion con radiacion de baja LET, se observa que hay un mayor
porcentaje de disminucidn de células en proliferacién en la capa celular granular del
GD del hipocampo de ratones hembra con respecto al de los machos, sin embargo,
como inicialmente habia mayor cantidad de células marcadas con BrdU en ratones
hembra, las cantidades de células positivas a dicho marcador después de la irradiacion
son los mismos en ambos sexos [5, 23].

3. Lacantidad de microglia en reposo es la misma en ambos sexos antes de la irradiacion
para ratones menores que 9 meses de edad. Después de la exposicion a la radiacion
con baja LET, se observa que aumenta en hembras mientras que en machos
disminuye, no significativamente en ambos casos [23].

4. La cantidad de microglia activada es dependiente de la edad de los ratones macho y
hembras antes de la irradiacion. Después de la exposicion con radiacion de alta LET
se observa un aumento en machos y no se observan cambios en hembras [24]. Es
importante mencionar que hasta el momento no se han hecho estudios experimentales
que demuestren una la alteracion en la cantidad de la microglia activada después de
la exposicion con radiacion de baja LET.

5. Ladensidad de microglia en reposo es igual en ambos sexos antes de la irradiacion.
Después de la exposicion con radiacion de baja LET se observa un aumento de la
densidad microglial de hembras en comparacion a la densidad de la de los machos
[23].

En las siguientes subsecciones se exploran las hipétesis planteadas para estudiar y simular
las diferencias con el sexo de ratones tras la irradiacion.
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6.4.1. Hipotesis A: La proliferacion de células madre neurales es diferente entre ambos
Sexos

Para simular el dafio inducido por radiacion en la neurogénesis hipocampal, en particular
observar la influencia del sexo en la disminucion de neuroblastos y neuronas inmaduras, se
buscaron los pardmetros que simularan las condiciones iniciales (poblaciones antes de la
irradiacion) en los ratones macho y hembra C57BL/6J. Esta caracteristica es representada en
el modelo matematico con la tasa de proliferacion maxima de células madre neurales, ¥,
que es igual a 0.5 en ratones macho.

El nimero de células madre neurales en ratones macho de 4 meses de edad es de 600 y en
ratones hembra de 1200 (un incremento porcentual de las células de las hembras con respecto
a las de los machos del 50 %). En cuanto a las neuronas inmaduras, se encontro que en ratones
macho de 4 meses de edad, hay una cantidad de 3500 y en hembras de 4000 células
(incremento porcentual de las células de las hembras con respecto a las de los machos del
125 %). Estos datos experimentales fueron obtenidos a partir del marcador
inmunohistoquimico BrdU y DCX, respectivamente, cuantificados en el giro dentado del
hipocampo de ambos sexos de ratones de acuerdo con el estudio realizado por Kalm, M. et
al. [23].

Para simular la dindmica de la neurogenesis sin irradiacion y que reprodujera las diferencias
porcentuales en los 4 compartimentos celulares, se determind la tasa de proliferacion maxima
de células madre neurales para ratones hembra W,,.,.,ro- El valor para ratones macho se
mantuvo en el valor de 0.5. Para determinar el valor de Wy,cmpras, S€ realizdé una simulacion
matematica con el software Wolfram Mathematica en donde se vario de manera continua el
parametro Wiemprq. S€ encontré que el intervalo de valores de dicho parametro que
reproduce los datos experimentales observados en ratones hembra esta entre 4.6 a 4.8. Si se
supone que las diferencias porcentuales solo se deben a una diferente proliferacion de las
células madre neurales, no se alcanza a reproducir la diferencia del 12.5 % antes mencionada
entre las neuronas inmaduras de ratones hembra y las de los machos. Por lo que se realizo
una segunda suposicion, que la tasa de apoptosis de las neuronas inmaduras de los ratones
hembra (a3lh) es menor que la de los machos. Se encontré (mediante una variacion continua
con el mismo software) que los valores que muestran una buena concordancia con los datos
experimentales estan dentro de un intervalo de 0.0220 a 0.0213 (disminucion del 3 % con
respecto al valor original).

En la tabla 6.7, se muestran los valores de las poblaciones neurales de machos y hembras de
4 meses de edad. En la figura 6.7, se muestra la dindmica de las poblaciones neurales como
funcién de la edad sin irradiacion de ratones macho y hembra. La eleccién del valor del
parametro del intervalo propuesto fue realizada a partir de la diferencia porcentual entre el
valor experimental de la poblacion neural reportado por la literatura y el valor calculado por
la simulacién. Dicha diferencia tenia que cumplir que fuera menor que 2 %, la cual se utilizo
para la eleccion de valores de los parametros de las siguientes simulaciones.
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Para simular el dafio inducido por la radiacion ionizante, en las futuras subsecciones se
utilizarén las dindmicas de las poblaciones neurales presentadas en la figura 6.7.

Tabla 6.7. Resultado de las poblaciones de células neurales de ratones macho y hembra C57BL/6J con una
edad de 4 meses, simulado con la variacion de W,,.,,.,-4 que representa el aumento en la cantidad de células

madre neurales y neuronas inmaduras.

Macho
Hembra
Diferencia porcentual entre macho y hembra [%]

Macho
Hembra
Diferencia porcentual entre macho y hembra [%]

Macho
Hembra
Diferencia porcentual entre macho y hembra [%]

Células madre neurales Neuronas inmaduras

Whacho = 0.5 Whempra = 4.8; azp = 0.0213

9.534 x 103 4.061 x 10*
1.433 x 10* 4579 x 10*
51.69 12.93
Yacho = 0.5, Whempra = 4.7; azp = 0.0213
9.534 x 103 4.061 x 10*
1.433 x 10* 4.579 x 10*
50.37 12.75
Yoacho = 0.5, Whempra = 4.6; asp = 0.0213
9.534 x 103 4.061 x 10*
1.421 x 10* 4571 x 10*
49.05 12.58
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dias, por lo que se denominan fraccion de poblaciones.
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Se model6 mateméticamente la neurogénesis hipocampal de ratones hembra C57BL/6J en
condiciones sin irradiacion, en donde se aumentd la proliferacion de células madre neurales
(ver la tabla 6.7). Este comportamiento se observa en los datos experimentales que
demuestran que los ratones hembra tienen una mayor cantidad de células madre neurales,
neuroblastos y neuronas inmaduras con respecto a las de los machos. La evidencia
experimental muestra que en ratones de al menos 4 meses de edad existe un incremento
porcentual del 50 % de células positivas al marcador BrdU en hembras con respecto a los
machos y un incremento porcentual del 12.5 % de células positivas a DCX en hembras con
respecto a los machos [5, 23, 32]. Se identifico a la tasa de proliferacion de células madre
neurales como el parametro que domina en modelo matematico, ya que ofrece resultados mas
cercanos a los reportados en la literatura. Para ratones hembra, este parametro aumenta a 4.7
y da como resultado un incremento del 50 % con respecto a la cantidad de células madre
neurales de los ratones macho, lo que concuerda con Kalm, M., et al. [23].

Cabe destacar, que faltaria comprobar experimentalmente el sentido biolégico del aumento
de la tasa de proliferacion de células madre neurales de casi 9 veces del valor para las hembras
con respecto al utilizado para los machos. Por otro lado, con este aumento, la diferencia
porcentual de las neuronas inmaduras fue del 8 %, siendo que en la literatura evidencian un
aumento del 12 %. En este trabajo se propuso disminuir la tasa de apoptosis de las neuronas
inmaduras de los ratones hembra (a;,) de 0.0220 a 0.0213. La reduccion con respecto al
valor inicial es del 3 %, sin embargo, se alcanza un 12 % de la diferencia entre las neuronas
inmaduras de los ratones hembra con respecto a las de los machos segun lo reportado por
Kalm, M., et al. [23]. Faltaria comprobar experimentalmente que la tasa de apoptosis natural
es menor en ratones hembra que en machos lo cual no ha sido reportado.

La madurez sexual puede generar una diferencia en la proliferacion de células neurales en
ratones hembra debido a que el ciclo estral genera un alza en la sintesis de estradiol, que se
fabrica principalmente en los ovarios. Se ha demostrado que ratas hembra inyectadas con
BrdU en su fase proestro, estro o diestro del ciclo estral mostraron un mayor nimero de
células positivas a este inmunomarcador en el GD del hipocampo que los machos [5]. La
presente tesis se basa en los estudios realizados por Roughton, K., et al. [5] y Kalm, M., et
al. [23], en donde demuestran que la proliferacion, y por tanto la neurogénesis, fue mayor en
las hembras que en los machos en edad de adultos. Datos experimentales que se mencionan
al inicio de esta subseccion. Esto concuerda con un estudio de Ben, A., et al. [29] donde
encontraron mas células positivas a DCX en hembras adultas que en jovenes.

El marcador BrdU es un marcador de células en proliferacion, y dado que tanto las células
madre neurales como los neuroblastos tienen la capacidad de autorreplicarse, es impreciso
determinar qué poblacion del modelo es marcada. Lo que implica una limitacién para la
determinacion de los parametros que requiere el modelo matematico. Sin embargo, se realizo
la suposicion de que se marca solo la proliferacion de CMN tomando en cuenta que el modelo
Unicamente considera la autorreplicacion de esta poblacidon celular. La proliferacion de
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neuroblastos es una constante, ya que es suficiente para modelar la neurogénesis en modelos
de ratones. Para modelos en ratas, se considera un incremento de la proliferacion de esta
poblacion [4].
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6.4.2. Hipdtesis B: Tras la irradiacion la influencia de la microglia activada en la
proliferacion es diferente entre ambos sexos (variacion del parametro 6,,, de la ecuacion

27)

Una vez que el modelo representa la misma cantidad de poblaciones neurales antes de la
irradiacion en ratones macho y hembra, se procedié a modelar el dafio inducido por la
radiacion y su respuesta a largo plazo. Para esta subseccion, se modifico para ambos sexos
la contribucién de la microglia activada que afecta en la proliferacion de las células madre
neurales despues de la irradiacion, representada por el parametro 6,,, en la ecuacion 27.
Como se resumid en la tabla 4.1, la cantidad de neuroblastos y neuronas inmaduras antes de
la irradiacion es mayor en ratones hembra con edad de 4 meses que en machos de la misma
edad y después de la irradiacion los niveles de cada poblacién celular llegan a ser iguales [5,
26]. Con el fin de modelar el comportamiento después de la irradiacion, se asignan diferentes
valores al parametro 6,,,, de las hembras (60, 70, 80, 90 y 100). El valor del parametro 6,,,,
de machos es igual a 50, propuesto en el modelo inicial de Cacao, E., et al. [2] basado en los
resultados experimentales de Mizumatsu, S., et al. [26]

En la figura 6.8, se muestran los resultados de la simulacion de los neuroblastos y de las
neuronas inmaduras de ratones macho y hembra irradiados a los 14 dias de edad. Las
poblaciones celulares se graficaron como funcion del tiempo después de la exposicion. En la
figura 6.8 se observa que la dindmica de los neuroblastos y de las neuronas inmaduras de los
ratones hembra coinciden para valores de 6,,, entre 60 y 100. Esto demuestra que el
parametro no es Util para obtener diferencias observables entre las curvas de los ratones
hembra para los diferentes valores de la contribucion de la microglia activada en la
proliferacion de células madre neurales. Por lo tanto, se utilizé un valor de 6,,, igual a 50

para ambos sexos en las siguientes hipdtesis evaluadas.
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6.4.3. Hipotesis C: EI nimero de microglia activada y coémo afecta el destino neurogenico
son diferentes entre ambos sexos

El modelo matematico toma en cuenta Unicamente el incremento de la microglia activada
como principal factor influyente en el dafio a la proliferacion de las células madre neurales
después de la irradiacion craneal de ratones. Considera como condicion inicial un valor de
cero y uno en las ecuaciones diferenciales que representan el incremento de la microglia
activada y en el destino neurogénico, respectivamente. De acuerdo con los datos
experimentales de Wu, SY., et al. [33], la microglia activada aumenta como funcién de la
edad de ratones de la cepa C57BL/6J antes de la irradiacion. En esta subseccion, se trabajo
con los valores experimentales de la microglia activada a diferentes edades antes de la
irradiacion, con el fin de obtener las condiciones iniciales para la resolucion de las ecuaciones
diferenciales. Se calcul6 la proporcion de microglia activada para ratones macho y hembra
de acuerdo con los resultados realizados por Wu, SY., et al. [33] y se ajusté una curva de
crecimiento a la distribucion de datos experimentales. La ecuacion y los parametros de ajuste
se muestran en la tabla 6.8 y la proporcién de incremento de la microglia activada de ambos
sexos de ratones en la figura 6.9. Con este resultado se puede obtener la cantidad de microglia
activada a cualquier edad del raton antes de la irradiacion. Es importante resaltar que la
incertidumbre del parametro de ajuste b es muy grande, lo que indica que el modelo de ajuste
de crecimiento es poco preciso. Se necesitarian mas datos experimentales para mejorar la
precision del ajuste.

Tabla 6.8. Ecuacién y valores de los pardmetros de ajuste de la distribucion de datos experimentales de la
proporcion de microglia activada como funcidn de la edad de ratones macho y hembra C57BL/6J.

Macho Hembra
- 7 d - — a
Ecuacion de ajuste H= (1 + be—*t)
a 343+0.9 26+ 1
b 7.29x10° + 1.9x10°> 253+ 110
1
k[ : ] 0.06+002 0021+ 0.002

dias
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Figura 6.9. Proporcion de la microglia activada como funcién de la edad de ratones macho y hembra

C57BL/6J en condiciones sin irradiacion. Los dos ajustes a las distribuciones de datos dan como resultado
una R? = 0.997.

Hasta el momento, no hay evidencia experimental de un cambio en la cantidad de microglia
activada después de la exposicion con radiacion de baja LET de manera diferencial con el
sexo de ratones. Sin embargo, se encontré que después de diferentes dosis de radiacion de
baja LET, la cantidad de microglia en reposo (células positivas al marcador Ibal) aumenta
ligeramente en ratones hembra mientras que en machos no hay alteracién, de acuerdo con el
estudio realizado por Kalm, M., et al. [23]. En dicho estudio se irradié con 8 Gy de radiacion
de baja LET al cerebro de ratones macho y hembra de la misma cepa (C57BL/6J) con edad
de 14 dias. Cuatro meses después de la irradiacion se cuantificaron las células positivas a
BrdU en el giro dentado del hipocampo, cuyo marcador de proliferacion indica una
disminucion en todas las poblaciones celulares incluyendo las poblaciones neuronales
después de la irradiacion. Los efectos a largo plazo (4 meses después) inducidos por radiacion
en las células proliferativas son los siguientes: en ratones macho se cuantificaron 350 células
positivas a BrdU lo que representa una disminucion del 42 % de neuroblastos con respecto a
la cantidad correspondiente antes de la irradiacién. En ratones hembra se cuantificaron 320
células positivas lo que representa una disminucion del 73 % de neuroblastos, con respecto
a la cantidad correspondiente antes de la irradiacion. Ademas, se reporta que la cantidad de
células positivas a BrdU llega a ser la misma en ambos sexos después de la irradiacion. Es
decir, la neurogénesis hipocampal es igual en ambos sexos 4 meses después de la irradiacion.
Con base en estos datos y con el fin de mostrar que el modelo matematico propuesto
inicialmente por Cacao, E., et al. [2], es capaz de simular el dafio diferencial inducido por
radiacion en la neurogénesis hipocampal de ratones macho y hembra, se propone simular un
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aumento de la cantidad de microglia activada en ratones hembra en comparacion con los
machos. Para ello se supone que una mayor cantidad de microglia en reposo en hembras se
reflejara a su vez en una mayor cantidad de microglia activada (hipétesis C).

Se trabajé con las ecuaciones diferenciales del incremento de la microglia activada (23) y del
destino neurogénico (24), resolviendo para diferentes dosis y como funcién del tiempo post
irradiacion. Primero, se realizé un ajuste de los pardmetros de la ecuacion 23 de ratones
hembra, mediante una simulacion matematica. Se variaron los valores de forma continua con
el objeto de reproducir una proporcién del 36 % mas microglia después de la irradiacién en
ratones hembra que en machos de acuerdo con Kalm, M. et al. [23]. El resultado de los
valores de los parametros de la ecuacion 23 para los ratones hembra se muestran en la tabla
6.9. En la figura 6.10a se muestra el resultado de la simulacién matemaética del incremento
de la microglia activada y la disminucion del destino neurogénico consecuente, resolviendo
las ecuaciones con los valores de la tabla 6.9. Ademas, la condicion inicial de la ecuacion 23
se obtuvo a partir del ajuste de la curva de la figura 6.9. En la figura 6.10a, se puede observar
gue no se alcanza la razon de disminucion descrita anteriormente para neuroblastos del 42 %
en ratones macho y 73 % en ratones hembra. Por lo tanto, se trabajo con los valores de los
parametros de la ecuacion 24 de cada sexo de los ratones, ya que los resultados a partir de la
variacion de los parametros de la ecuacion 23 se aleja de la proporcion de disminucion
deseada. Los resultados de la variacion de los parametros del destino neurogénico de cada
sexo de los ratones se muestran en la tabla 6.10. Empleando ambas modificaciones en los
valores de los parametros de las ecuaciones 23 y 24 para cada sexo de ratones, en la figura
6.10b, se muestran las graficas del incremento de la microglia activada y del destino
neurogénico. En esta figura se reproducen los datos experimentales reportados por Kalm, M.,
et al. [23] en la disminucion de las poblaciones de neuroblastos de ambos sexos de ratones.
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Tabla 6.9. Cambio en los parametros del incremento de la microglia activada en ratones hembra C57BL/6J

(ecuacion 23).

Activacion Valor
microglial (u) macho
Aom 0.05
Alm [Gy] 9
B [ 1 ] 7.5x107°
—7.5x
™ |dias
Cc [ 1 ] 1x107°
—_— —1x
™ |dias?
A [ 1 ] 0.04
™ |dias '
Condicioén inicial 0

u(t = 0dias)

Valor Destino neurogénico | Valor machoy
hembra (A) hembra
00782 o ~006
9 A1q [GY] 9
—7.5x107° Boa —9.6x1073
—1x1075 B [ ! ] 1x107°
dias
0.04 C [ L ] 1x10-6
' 4| dias? *
0 Yl [ 1 0.04
4| dias '
Condicion inicial 1

A(t = 0 dias)

Tabla 6.10. Cambio en los pardmetros del destino neurogénico de los ratones macho y hembra C57BL/6J

(ecuacién 24).

Destino neurogénico (A) = Valor macho

Aoa

A4 [GY]
Byq

Bra g
14| dias

A
4| dias?

)
4| dias

Valor hembra

—0.05a 0.053 -0.0688 a -0.0699
10.5a11.6 11.4a11.7
—9.6x1073 —9.6x1073

1x10~5 1x10~5
1x107¢ 1x107°
0.052 a 0.054 0.042
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Figura 6.10. Incremento de la microglia activada y disminucion del destino neurogénico como funcién de
la dosis, de ratones macho y hembra. La cantidad de células fueron obtenidas 4 meses después de la
irradiacion. a) Para ambas ecuaciones se emplearon los parametros de la tabla 6.9, con 4,,,, = 0.0789 para
ratones hembra. b) Para la ecuacidn 23 se emplearon los parametros de la tabla 6.9 y para la ecuacion 24
los de la tabla 6.10, con 4,; = —0.051, A,; = 11.5 y 1; = 0.054 para ratones macho; A,; = —0.0693 y
A, = 11.5 para hembras. Se colocaron marcadores en la dosis de 8 Gy para visualizar que la disminucién
en el destino neurogénico fue 42 % y 73 % en ratones macho y hembra, respectivamente. Los datos
experimentales se obtuvieron de acuerdo con lo reportado por Kalm, M. et al. [23].

61



La influencia de la microglia activada como respuesta a largo plazo de la irradiacién con 8
Gy en la neurogénesis hipocampal, se muestra en la figura 6.11. En las figuras 6.11ay 6.11b,
se puede observar que tanto los neuroblastos como las neuronas inmaduras sufren una
disminucion de células a los pocos dias de la irradiacion (respuesta a corto plazo). En estas
figuras se muestra la simulacion con la misma tasa de proliferacion de células madre neurales
en ratones macho y hembra (¥ = 0.5) y se observa una mayor disminucion de neuroblastos
y neuronas inmaduras en ratones hembra. Esto se debe a que el aumento de la microglia
activada en los ratones hembra genera un mayor dafio en las poblaciones celulares. Por otro
lado, en las figuras 6.11c y 6.11d, se muestra las simulaciones de neuroblastos y neuronas
inmaduras pero con una mayor tasa de proliferacion de células madre neurales de ratones
hembra como se definid en la hip6tesis A (ver la tabla 6.7). Se observa que este sexo rebasa
a la cantidad de neuroblastos de los ratones macho entre los 20 y 30 dias después de la
irradiacion. Luego, debido a la respuesta inflamatoria provocada por la activacién microglial
en el tejido, los neuroblastos y neuronas inmaduras se ven afectadas manifestando una
disminucion, al menos 30 dias después de la irradiacion, tal como lo reportan Mizumatsu, S.,
et al. [26] y Mouton, P. R., et al. [34].

Los estudios experimentales demuestran que la cantidad de neuroblastos y neuronas
inmaduras en ratones hembra y macho después de la irradiacion es la misma 4 meses después
de la irradiacion [5, 23]. En las figuras 6.11b y 6.11d, se puede observar notablemente este
comportamiento en la simulacion de las neuronas inmaduras. Se calculé un incremento
porcentual del 0.4 % mas neuronas inmaduras en los ratones hembra con respecto a los
machos, 4 meses después de la irradiacion. Por otro lado, al comparar a los neuroblastos, este
comportamiento no es tan notorio, teniendo un incremento del 4 % en los ratones macho con
respecto a las hembras 4 meses despues de la irradiacion.

Otro aspecto que resalta en las graficas 6.11c y 6.11d, es el aumento de los neuroblastos y
neuronas inmaduras en ratones hembra pasados 6 meses de la irradiacion, que corresponde
cuando la cantidad de microglia activada regresa a niveles basales y debido a la proliferacion
diferencial de las poblaciones neurales en ambos sexos, se observa un aumento en los
neuroblastos y neuronas inmaduras de ratones hembra.
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Figura 6.11. Respuesta a largo plazo de la neurogénesis hipocampal inducida por la exposicion cerebral a
ratones macho y hembra con 8 Gy de radiacion de baja LET. Hip6tesis C: a) Neuroblastos y b) neuronas
inmaduras con la misma tasa de proliferacion (W) en ambos sexos. Hipotesis A+C: c¢) Neuroblastos y d)
neuronas inmaduras con un aumento en la tasa de proliferacion en los ratones hembra. La simulacién
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0.054 para ratones macho; Agy = —0.0693y A,,; = 11.5 para hembras.

0.051, A;; = 11.5y 4, =
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Se observo que al modificar Gnicamente los valores de la ecuacion 23 del incremento de la
microglia activada en ratones hembra no se reproducen los datos experimentales reportados
por Kalm, M., et al. [23]. Sin embargo, se identifico que el principal parametro que domina
la dinamica de la microglia activada es el coeficiente inicial, A,,,. Este coeficiente no tiene
una interpretacion biolégica, sino que forma parte del ajuste del compartimento, pero se
relaciona con un mayor aumento de la microglia activada. Este valor se aumentd 1.4 veces
en ratones hembra para representar una diferencia del 36 % con respecto al valor de los
ratones macho de acuerdo con lo reportado.

El modelo original contempla las poblaciones neurales de la region de la zona subgranular
del giro dentado del hipocampo. Mientras que los datos experimentales reportados por Kalm,
M, et al. [23] provienen de toda la capa celular granular del giro dentado, es decir, una region
de mayor area. Por lo tanto, los valores de los pardmetros de la ecuacion del destino
neurogénico aumentaron para ratones macho con respecto al modelo original. Finalmente, el
aumento de dichos valores de la ecuacion para ratones hembra gener6 una mayor disminucion
en el destino neurogénico con respecto a los machos, reproduciendo los datos experimentales
de las neuroblastos y neuronas inmaduras después de la irradiacion reportados por Kalm, M,
et al. [23].

Los dos resultados obtenidos con las variaciones tanto del destino neurogénico como el
incremento de la microglia activada son capaces de reproducir un dafio diferencial entre
ambos sexos inducido por radiacion. Por ultimo, se sugiere que la ecuacion 24 del destino
neurogénico es dominante para representar las diferencias con el sexo en la dindmica de las
poblaciones y su respuesta a largo plazo inducida por radiacion.
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6.4.4. Hipotesis D: La densidad de la microglia activada tras la irradiacion es diferente
entre ambos sexos

Con el fin de mostrar que el modelo matematico es capaz de representar el dafio diferencial
inducido por radiacion en ratones macho y hembra, se propone otro posible factor influyente,
el aumento de la densidad de la microglia activada. Los estudios experimentales en ratones
muestran que después de la irradiacion a todo el cerebro con radiacion de baja LET, el
volumen del giro dentado disminuye 4 meses después. El valor del volumen final tras la
irradiacion es de 0.5 mm3 (disminucion del 16 % de su valor inicial) para ratones macho y
0.52 mm3 (disminucion del 35 % de su valor inicial) para ratones hembra, de acuerdo con
lo reportado por Kalm, M., et al. [23].

Se proponen las ecuaciones 28 y 29 para representar tanto el incremento de la densidad de la
microglia activada (u4.,,) como la disminucion del destino neurogénico consecuente (Age,,).
Se supone que la disminucion del volumen afecta por igual a las diferentes poblaciones
neurales y por lo tanto su densidad aumenta.

p © b 0 (28)
Haen(l 2| ,-Amt Darat <ty
o [4om (5= - )+ Bt + Cunt?| e et i
volumen después de la irradiaciéon
dAgen(t) _ 0 parat <ty (29)
dt Apa (—) + Boaltaen + Bialaent + Cdtz] et parat >ty
D+ Aiq

Se trabajé con las ecuaciones diferenciales del incremento de la densidad de la microglia
activada (28) y del destino neurogénico consecuente (29), resolviendo para diferentes dosis
y como funcion del tiempo post irradiacion. En la figura 6.12a, se muestra el resultado de la
simulacion matematica de la ecuacion 28 utilizando los valores de los parametros de la tabla
6.9. Para la simulacién de la ecuacion 29, se utilizaron los valores de la tabla 6.10. Se puede
observar que la disminucién del destino neurogénico no reproduce los datos experimentales
de neuroblastos después de la irradiacién en ambos sexos de acuerdo con lo reportado por
Kalm, M., et al. [23]. Estos valores indican una reduccion de neuroblastos del 42 % en ratones
macho y el 73 % en ratones hembra. Por lo tanto, se realiz6 un ajuste de los parametros de la
ecuacién 29 para ratones macho y hembra. Mediante una variacion continua de los valores
de dichos parametros se determino un intervalo que reprodujera adecuadamente lo reportado
por la literatura. Los resultados de los pardmetros se muestran en la tabla 6.11. En la grafica
6.12b, se muestran los resultados de la simulacion de la ecuacion 28 utilizando los parametros
de la tabla 6.9 y la ecuacion 29 utilizando los parametros de la tabla 6.11. En esta figura, la
simulacion reproduce el porcentaje de disminucion del destino neurogénico de acuerdo con
Kalm, M., et al. [23].
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En la figura 6.13, se muestra la comparacion entre el incremento de la microglia activada y
el incremento de la densidad de la microglia activada para ratones macho y hembra, como
funcion de la dosis. Se observa que, a mayor dosis, mayor incremento de la microglia
activada. Ademas, la pendiente del incremento de la densidad de la microglia activada es
mayor que la de la microglia sola.

Tabla 6.11. Cambio en los parametros del destino neurogénico de los ratones macho y hembra C57BL/6J
(ecuacion 29).

Destino neurogénico considerando el Destino neurogénico considerando el

incremento de la microglia activada incremento de densidad de la
(A) microglia activada (Agen)
Valor macho Valor hembra Valor macho Valor hembra
Aoa —0.05 a 0.053 -0.0688 a -0.0699 —0.051 -0.04
Ay, [Gy] 10.5a11.6 11.4a11.7 11.5 9
Boa —9.6x1073 —9.6x1073 —9.6x1073 —9.6x1073
B [ 1 ] 1x107° 1x107° 1x107° 1x107°
W dias
C [ 1 ] 1x10~° 1x10~° 1x10° 1x10°
¢ [dias?
0.052 a 0.054 0.042 0.058 0.0315

]
4| dias
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Figura 6.12. Incremento de la densidad de la microglia activada (eje de las ordenadas de color azul) y
disminucion del destino neurogénico (eje de las ordenadas de color rojo) como funcién de la dosis en ratones
macho y hembra 4 meses después de la irradiacion. a) Se emplearon los parametros del destino neurogénico
de la tabla 6.9 y b) empleando los pardmetros de la tabla 6.11.

67



09 L - -

08l p\mm? hembras

o7l ? )

06 - p\mm? machos

T yd B /‘
041 / // e |

. - U hembras
03rF S/ /{_,//;_ / 4
0.2 Yy 1

,‘/.//
0.1F //"/ u machos 1
VA
0 / 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10

Dosis Gy
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[%], como funcion de la dosis, de ratones macho y hembra.

En las figuras 6.14a y 6.14b, se muestran los resultados de la simulacion matematica de la
densidad de los neuroblastos y neuronas inmaduras después de la exposicion con 8 Gy de
radiacion de baja LET y su respuesta a largo plazo, respectivamente. En estas simulaciones
no se considerd la modificacién de los parametros de la ecuacion 29. En las figuras 6.14c y
6.14d, se muestran las simulaciones de neuroblastos y neuronas inmaduras, respectivamente,
en donde si se consider6 la modificacion de dichos pardmetros de la ecuacion 29. Se puede
observar que el dafio inducido por la radiacion es mas severo en las poblaciones celulares de
los ratones hembra que las de los machos en las figuras 6.14a 'y 6.14b. Esto se debe a que la
densidad de la microglia activada es mayor y, por lo tanto, la disminucion del destino
neurogénico también lo es. Estos resultados conducen a un cambio de los parametros del
destino neurogénico debido a que esta ecuacion predomina en los resultados de la simulacién
de la dindmica de la neurogénesis después de la irradiacion y una por tanto, una adecuada
comparacion con los datos experimentales de la literatura.
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Figura 6.14. Hipodtesis A + D: Influencia del incremento de la densidad de microglia activada en la densidad
de las poblaciones de a) neuroblastos y b) neuronas inmaduras, sin cambio de los pardmetros de la ecuacién
del destino neurogénico consecuente del aumento de la densidad de la microglia activada (ecuacion 29).
Hipdtesis A+D: Influencia del incremento de la densidad de microglia activada en la densidad de
poblaciones de c¢) neuroblastos y d) neuronas inmaduras, pero con el ajuste de los parametros de la ecuacion
del destino neurogénico consecuente del aumento de la densidad de la microglia activada. En ambos grupos
de graficas, se simularon ratones macho y hembra irradiados con 8 Gy de radiacién de baja LET como

funcion del tiempo post irradiacion.

Finalmente, en la figura 6.15 se muestra la diferencia porcentual primero con los neuroblastos
y luego con las neuronas inmaduras antes y después de la irradiacion de 8 Gy. El grupo de
gréficas a y b muestra la comparacion entre ratones macho y hembras donde la influencia de
la microglia activada fue simulada en la dindmica de dichas poblaciones después de la
irradiacion. El grupo de gréaficas ¢ y d muestra la comparacién entre ratones macho y hembras
donde la influencia de la densidad de la microglia activada fue simulada en la dindmica de
los neuroblastos y neuronas inmaduras después de la irradiacion. Como se menciono en las
hipétesis iniciales, las poblaciones celulares de ratones hembra son mayores que las de los
machos antes de la irradiacion y, meses después de la irradiacion, las poblaciones celulares
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son iguales en ambos sexos. Por lo tanto, los ratones hembra sufren una disminucion mayor
en la neurogénesis hipocampal que los machos. Este comportamiento se observa en ambos
grupos (grupo a 'y b y grupo c y d) de graficas, sin embargo, se puede apreciar que la
influencia de la densidad de la microglia activada muestra un efecto mayor, ya que la
diferencia porcentual es superior a la que se muestra en el primer grupo de graficas. Se
calcul6 la diferencia porcentual méxima primero para los neuroblastos y luego para las
neuronas inmaduras entre ratones hembra y machos y se obtuvieron 40 y 23 %,
respectivamente, en donde Unicamente se simulé el efecto de la microglia activada. La
diferencia porcentual méxima para neuroblastos fue de 45 % y para neuronas inmaduras de
30 %, entre ratones hembra y machos, cuando se simuld el efecto de la densidad de la
microglia activada.
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Figura 6.15. Gréficas a) y b): diferencia porcentual entre ratones macho y hembra de neuroblastos y
neuronas inmaduras, respectivamente, antes y después de la exposicion con 8 Gy radiacion de baja LET,
simulando la influencia de la microglia activada. Gréficas c¢) y d): diferencia porcentual entre ratones macho
y hembra de neuroblastos y neuronas inmaduras, respectivamente, antes y después de la exposicion con 8
Gy, pero simulando la influencia de la densidad de la microglia activada.
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Existen estudios cientificos donde se demuestra que la alteracion en la neurogénesis
hipocampal estd asociada con cambios cognitivos después de la exposicion a la radiacion
[35, 36]. La exposicion a radiacion de baja LET modifica otras condiciones ademas de la
cognicion, tales como la morfologia dendritica a dosis menores que 10 Gy, los cambios en la
potenciacion a largo plazo y las respuestas conductuales relacionadas con el cerebro
prefrontal y frontal (ej. memoria espacial, etc.). Dosis méas altas de radiacion de baja LET
afectan muchas mas poblaciones celulares del SNC y por lo tanto no es posible conocer el
mecanismo subyacente de los detrimentos cognitivos generados [1]. El dafio inducido por
radiacion en la neurogénesis hipocampal se reflejé en un aumento de la actividad locomotora
y un aumento de la ansiedad, que se asocian con el hipocampo. Existen diferencias con el
sexo, ya que los ratones hembra mostraron afectaciones en el aprendizaje espacial y la
memoria dependiente del hipocampo en el laberinto de agua de Morris, mientras que en los
ratones macho no hubo efecto [23, 37]. Esto sugiere que, pese a que las hembras y los machos
han demostrado tener el mismo nimero de células proliferativas tras la irradiacion, el mayor
dafio cognitivo puede estar asociado con el hecho de que las hembras iniciaron con un nivel
mayor de células proliferativas y por lo tanto tuvieron una mayor disminucion.

Si los nifios que reciben radioterapia en el SNC son de sexo femenino tienen un mayor riesgo
de deterioro cognitivo [5, 23]. Los resultados del presente estudio proponen como un posible
factor influyente en la generacion del detrimento cognitivo mas pronunciado en ratones
hembra la activacion microglial en el hipocampo. Ademas, se observé que la reduccion del
volumen del giro dentado genera una mayor disminucion de la neurogénesis hipocampal en
los ratones, con mayor afectacion generada en hembras. Esto sugiere que el efecto combinado
de una mayor activacion microglial y la reduccion del volumen generan un mayor detrimento
cognitivo en hembras debido a la disminucion de la neurogénesis hipocampal respecto a los
valores iniciales. Por lo tanto, es importante tener en cuenta el sexo al investigar las lesiones
inducidas por la radiacién, tanto en el cerebro humano como en el de los roedores.

Se debe tener en cuenta que los mecanismos de lesion pueden ser diferentes entre ratones y
humanos y que las comparaciones deben hacerse con precaucion.
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VII. CONCLUSIONES

En este trabajo se utiliz6 un modelo matematico propuesto por Cacao, E., et al. [2] para
simular la dindmica celular de las principales poblaciones celulares que sufren dafio por
radiacién involucradas en la neurogénesis hipocampal de ratones C57BL/6J. Se incluyeron
células madre neurales, neuroblastos, neuronas inmaduras y glioblastos.

El modelo reprodujo la dinamica de la neurogénesis tras la irradiacion reportada en la
literatura y su dependencia con la edad con éxito, ya que al comparar los valores de la
simulacion con respecto a los datos experimentales de diferentes edades se obtuvieron
coeficientes de determinacion mayores a nueve.

Para estudiar la dindmica de los neuroblastos y neuronas inmaduras después de la exposicién
a la radiacion y su dependencia con el sexo, se propusieron cuatro hipétesis para explorar el
modelo. Se demostré que una mayor tasa de proliferacion méxima de células madre, ¥, y
un menor valor de la tasa de apoptosis de las neuronas inmaduras de ratones hembra, as,,
pudieran explicar las diferencias observadas entre ambos sexos en los datos experimentales
(hipotesis A).

Se encontro que la contribucion del incremento en el nimero de la microglia activada, 6,,,
por si misma no es un buen pardmetro para simular las diferencias en el dafio inducido por
radiacion con el sexo de ratones de acuerdo con este modelo matematico (hipotesis A+B).
El cambio en los valores de los parametros de la ecuacion que representa el incremento de la
microglia activada (hipdtesis C, ecuacion 23), genera adecuadamente las diferencias
reportadas en la cantidad de microglia total en ambos sexos 4 meses después de la irradiacion
con 8 Gy. Por otro lado, se demostré que los pardmetros de la ecuacion que representa la
disminucion del destino neurogénico (ecuacion 24) dominan la dindmica de la respuesta a
largo plazo de neuroblastos y neuronas inmaduras después de la irradiacion y pudieran
explicar una mayor diferencia en la cantidad de células entre ambos sexos de ratones. Es
decir que, en las hembras, la activacion de la microglia pudiera influir méas en el destino
neurogénico que en los machos y sufrir asi en mayor proporcion una mayor disminucion en
el numero total de células proliferativas.

Se encontrd que de existir una mayor densidad de la microglia activada (hipotesis A+D) en
las hembras esto generaria también una mayor disminucion en los neuroblastos y neuronas
inmaduras después de la irradiacion comparado con los resultados del incremento de la
microglia activada (hipdtesis A+C). Esto sugiere que la reduccion del volumen del giro
dentado sumado al aumento de la microglia activada, ambos hechos reportados en la
literatura [27], afectan a la neurogénesis hipocampal después de la irradiacion de manera
dependiente con el sexo.

Aunque las hembras y los machos han demostrado tener el mismo numero de células
proliferativas tras la irradiacion, una mayor disminucion de la neurogénesis hipocampal
respecto a los valores iniciales pudiera explicar un detrimento cognitivo mas severo en
ratones hembra, lo que coincide con los reportes clinicos. Las pacientes del sexo femenino
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sufren efectos tardios mas graves, como mayor pérdida de la memoria a largo plazo y mayor
afectacion del aprendizaje, después de la radioterapia craneal que los pacientes masculinos.
Esto remarca la importancia de considerar el sexo al estudiar las lesiones inducidas por la
radiacion ionizante, tanto en el cerebro humano como en el de roedores.

Se debe tener en cuenta que los mecanismos de lesion pueden ser diferentes entre ratones y
humanos y que las comparaciones deben hacerse con profundo cuidado, no obstante, los
estudios muestran que tanto los ratones hembra como los pacientes del sexo femenino son
mas susceptibles a los dafios de la irradiacion craneal. Estos resultados y en general el modelo
son de gran ayuda ya que los experimentos in vivo estan limitados por la dosis, esquemas de
fraccionamiento, edad, sexo etc. de modo que los modelos matematicos son Utiles para
explorar los datos en multiples condiciones. Se demostr6 que este modelo es beneficioso para
investigar diferentes hipotesis que expliquen las diferencias dependientes del sexo de ratones
en términos de efectos tardios del sistema nervioso central inducidos por radiacion ionizante.
Falta por confirmar biol6gicamente si las hipdtesis planteadas son plausibles; verificar si los
valores de los parametros pueden asociarse con un sentido biologico, como es el caso de la
proliferacion de células diferencial para sexo de ratones. Por otro lado, es importante
corroborar experimentalmente el aumento diferencial de la microglia activada en el giro
dentado del hipocampo asociado con el sexo de ratones después de la exposicion a la
radiacion de baja LET, para obtener con mejor precision las diferencias en el comportamiento
de la dinamica de las poblaciones neurales tras la irradiacion y su dependencia con el sexo.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Algunas de las limitaciones del modelo matematico que se encontraron durante el desarrollo
del proyecto son las siguientes:

e No se considera la migracion o el movimiento de nuevas neuronas (neuronas
totalmente diferenciadas). A diferencia de las neuronas del bulbo olfatorio de la ZSV,
donde hay un continuo flujo migratorio, las nuevas neuronas del giro dentado del
hipocampo se mueven solo una corta distancia hacia la capa de células granulares en
la ZSG. Los enfoques matematicos para considerar la migracion incluyen ecuaciones
diferenciales parciales [38] o métodos Monte Carlo.

e Las posibles dependencias con la edad de la proliferacion o las tasas de apoptosis no
pudieron discernirse a partir de los experimentos previos considerados, de acuerdo
con los reportado por Cacao, E., et al. [2].

e El umbral de dosis se encuentra entre 1 y 10 Gy, debido a que a dosis mayores que
10 Gy se pierde la radiorresistencia parcial encontrada en las células madre neurales
y glioblastos.

e EIl modelo matematico esta restringido a la cepa de ratones C57BL/6J.

e No existe un tiempo limite en la en respuesta a largo plazo después de la irradiacion
en el que se pueda discernir la veracidad de la simulacion.

e Los datos experimentales de la microglia activada despues de la exposicion a la
radiacion de baja LET en la literatura son muy escasos , por lo que este modelo se
puede complementar con estudios experimentales en laboratorio de la activacion
microglial en machos y hembras tras la irradiacion.
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Apéndice

A continuacion se muestran los cddigos en MATLAB de la simulacion matematica de la
neurogénesis en condiciones sin irradiacion y la respuesta a corto y a largo plazo de la
neurogénesis después de la irradiacion de ratones macho y hembra C57BL/6J

1. Neurogénesis hipocampal como funcién de la edad de ratones macho y
hembra C57BL/6J

%Cinematica de las poblaciones de células neurales con la edad para ratones macho y hembras
(SIN RADIACION)
close all; clear all; clc;

%Constantes macho

d_1m= 0.015;

d_2m = 0.060;
a_2m = 0.008;
a_3m = 0.022;
a_4m = 0.008;
x_am = 0.85;

x_bm = 0.15;

psim = 0.5;
theta_1m = 0.005;
theta_2m = 0.05;
theta_3m = 0.005;

%constantes hembra

d_1lh= 0.015;
d_2h = 0.060;
a_2h = 0.008;
a_3h = 0.0213;
a_4h = 0.008;
x_ah = 0.85;
x_bh = 0.15;
psih = 4.7;

theta_lh = 0.005;
theta_2h = 0.05;
theta_3h = 0.005;

%Sistema ecuaciones diferenciales

%macho

fm = @(t,n) [(psim/(1+((theta_1m*n(1l))+(theta_2m*n(2))+(theta_3m*n(3)))))*n(1)-d_1m*n(1);
2*x_am*d_1Im*n(1) - d_2m*n(2) - a_2m*n(2);
d_2m*n(2) - a_3m*n(3);
x_bm*d_1Im*n(1) - a_4m*n(4)];

%hembra

th = @(t,n) [(psih/(1+((theta_1h*n(1))+(theta_2h*n(2))+(theta_3h*n(3)))))*n(1)-d_1h*n(1);
2*x_ah*d_1h*n(1) - d_2h*n(2) - a_2h*n(2);
d_2h*n(2) - a_3h*n(3);
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x_bh*d_1h*n(1) - a_4h*n(4)];

%Numero de células neurales en la edad de 0 dias
NSC_0 = 47680;

NB_O = 40318;
ImN_O = 209654;
GB_0 = 69885;

%solucion del sistema de ecuaciones
[tm,xam] = ode45(fm,[0:1:1000],[NSC_0; NB_O; ImN_O; GB_0]);
[th,xah] = ode45(fh,[0:1:1000],[NSC_0; NB_O; ImN_O; GB_0]);

%Normalizacion

%macho

NSC_normm = xam(:,1)/xam(1,1);
NB_normm = xam(:,2)/xam(1,2);

ImN_normm = xam(:,3)/xam(1,3);
GB_normm = xam(:,4)/xam(1,4);

%hembra

NSC_normh = xah(:,1)/xah(1,1);
NB_normh = xah(:,2)/xah(1,2);

ImN_normh = xah(:,3)/xah(1,3);
GB_normh = xah(:,4)/xah(1,4);

%graficas

figure

subplot(2,2,1) %cuatro graficas

plot(tm,NSC_normm) %grafica de células madre neurales de machos
x1abel ("Tiempo [dias]™)

ylabel("Fraccidén de NsC™)

grid on

hold on

plot(tm, NSC_normh,'-"','MarkersSize',1l) %grafica de células madre neurales de hembras
legend('macho', 'hembra')

subplot(2,2,2)

plot(tm,NB_normm) %grafica de neuroblastos de machos
x1abel ("Tiempo [dias]™)

ylabel("Fraccién de NB")

grid on

hold on

plot(tm, NB_normh,'-','MarkersSize',1l) %grafica de neuroblastos de hembras
Tegend('macho', 'hembra')

subplot(2,2,3)

plot(tm,ImN_normm) %grafica de neuronas inmaduras de machos
xlabel ("Tiempo [dias]")

ylabel("Fraccion de NIn")

grid on

hold on

plot(tm, ImN_normh,'-"','MarkerSize',1l) %grafica de neuronas inmaduras de hembras
Tegend('macho', 'hembra')

subplot(2,2,4)

plot(tm,GB_normm) %grafica de glioblastos de machos
xlabel ("Tiempo [dias]")

ylabel("Fraccion de GB")
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grid on

hold on
plot(tm, GB_normh,'-"', 'MarkerSize',1) %grafica de glioblastos de hembras
legend('macho', 'hembra')

2. Respuesta a corto y a largo plazo de la neurogénesis hipocampal después
de la irradiacion de ratones macho y hembra C57BL/6J

% Respuesta a largo plazo de Tas poblaciones neurales después de Tla irradiacién
close all; clc; clear all;

% constantes independientes del sexo

d_1 = 0.015;
d_2 = 0.060;
a_2 = 0.008;
a_3 = 0.022;
a_4 0.008;
x_a = 0.85;
x_b = 0.15;

theta_l = 0.005;
theta_2 = 0.05;
theta_3 = 0.005;

%constante dependiente del sexo

Psim = 0.5;
Psih = 0.5;
a_3h = 0.022;

%fraccion de células daladas débiTmente
gammal = 0;

gamma2 = 0.04;
gamma3 = 0.20;
gamma4 = 0;

%fraccion de células dafadas débiTmente
xi2 = 0.99;
xil = 0;

%constante de proporcionalidad entre alfa y k

omega2 = 0.40;
omegal = 0;

%tasa de células fuertemente dafiadas que conducen a apoptosis directamente

nul = O0;
nu2 = 14;
nu3 = 1.4;
nu4 = 0;

nu5 = 2.1;

%contribucién del incremento en el numero de microglia activada en la
%proliferacion de NSC
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theta_mg_macho = 50;
theta_mg_hembra = 50;

%constante adimensional que considera la contribucién desigual de Tas
%células dafiadas débilmente conforme su tasa de muerte
Phi = 1;

%constante adimensional que considera la contribucidén desigual de Tas
%células dafiadas fuertemente conforme su tasa de muerte
Gamma = 1.05;

%tasa de células dafnadas débilmente que no son reparadas y sufren apoptosis
%con retraso

alpha_ml 0;
alpha_m2 = 13.33;
alpha_m3 = 1.33;
alpha_m4 = 0;

%tasa de reparacion inducido por radiacién
alphal 0;

alpha2 = 1333.33;

alpha3 = 133.33;

alpha4 0;

%tasa de células dafadas débilmente y que son reparadas
alpha_rl = 0;

alpha_r2 = 1320;

alpha_r3 = 132;

alpha_r4 = alpha_rl;

%tasa de dafio inducido por radiacion

kl = 0;
k2 = 0;
k3 = 0;
k4 = k1;

%tasa de células débilmente dafadas

k_wl = 0;
kw2 = 0;
k_w3 = 0;
kw4 = k_wl;

%tasa de células fuertemente dafiadas

k_hl = 0;
k_h2 = 0;
k_h3 = 0;
k_h4 = k_h1;

% Dindmica sin radiacion

%sistema ecuaciones diferenciales

%macho

fm = @(t,n) [(Psim/(1+((theta_1*n(1))+(theta_2*n(2))+(theta_3*n(3)))))*n(1)-d_1*n(1);
2*x_a*d_1*n(1) - d_2*n(2) - a_2*n(2);
d_2*n(2) - a_3*n(3);
x_b*d_1*n(1) - a_4*n(4)];

%hembra

fh = @(t,n) [(Psih/(1+((theta_1*n(1))+(theta_2*n(2))+(theta_3*n(3)))))*n(1)-d_1*n(1);
2*x_a*d_1*n(1l) - d_2*n(2) - a_2*n(2);
d_2*n(2) - a_3h*n(3);



x_b*d_1*n(1) - a_4*n(4)];

%numero de células neurales en la edad de 0 dias.
NSC_0 = 47680;

NB_O = 40318;
ImN_O = 209654;
GB_0 = 69885;

%solucion del sistema de ecuaciones
[tm,xam] = ode45(fm,[0:1:1000],[NSC_0; NB_O0; ImN_O0; GB_0]);
[th,xah] = ode45(fh,[0:1:1000],[NSC_0; NB_O0; ImN_0; GB_0]);

%normalizacion

%macho

NSC_normm = xam(:,1)/xam(1,1);
NB_normm = xam(:,2)/xam(1,2);
ImN_normm = xam(:,3)/xam(1,3);
GB_normm = xam(:,4)/xam(1,4);

%hembra

NSC_normh = xah(:,1)/xah(1,1);
NB_normh = xah(:,2)/xah(1,2);
ImN_normh = xah(:,3)/xah(1,3);
GB_normh = xah(:,4)/xah(1,4);

% Condiciones iniciales a partir de dosis aguda de radiacién

%dosis letal media para NB y ImN para ratones irradiados en P14
D02 = 3;

D03 = 7.5;

%Poblaciones neurales de ratones macho iniciales en P14
NSCOm_14d = xam(15,1);

NBOm_14d = xam(15,2);

ImNOm_14d = xam(15,3);

GBOm_14d = xam(15,4);

%Poblaciones neurales de ratones hembra iniciales en P14
NSCOh_14d = xah(15,1);
NBOh_14d = xah(15,2);
ImNOh_14d = xah(15,3);
GBOh_14d = xah(15,4);

%radiacion aguda machos

for jdosis = 0:1:10
cond_NB_inicialm(jdosis+1l) = NBOm_l4d*exp(-jdosis/D02);
cond_n2w_inicialm(jdosis+1l) = gamma2*NBOm_14d*(1-(exp(-jdosis/D02)));
cond_n2h_inicialm(jdosis+1l) =(1-gamma2)*(NBOm_14d)*(1-(exp(-jdosis/D02)));
cond_ImN_inicialm(jdosis+1l) = ImNOm_l4d*exp(-jdosis/D03);
cond_n3w_inicialm(jdosis+1l) = gamma3*ImNOm_14d*(1-(exp(-jdosis/D03)));
cond_n3h_inicialm(jdosis+1l) = (1-gamma3)*(ImNOm_14d)*(1-(exp(-jdosis/D03)));

end

%radiacion aguda hembras

for jdosis = 0:1:10
cond_NB_inicialh(jdosis+1l) = NBOh_l4d*exp(-jdosis/D02);
cond_n2w_inicialh(jdosis+1) = gamma2*NBOh_14d*(1-(exp(-jdosis/D02)));
cond_n2h_inicialh(jdosis+1l) =(1-gamma2)*(NBOh_14d)*(1-(exp(-jdosis/D02)));
cond_ImN_inicialh(jdosis+1l) = ImNOh_l4d*exp(-jdosis/D03);
cond_n3w_inicialh(jdosis+1l) = gamma3*ImNOh_14d*(1-(exp(-jdosis/D03)));
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cond_n3h_inicialh(jdosis+1l) = (1-gamma3)*(ImNOh_14d)*(1-(exp(-jdosis/D03)));

end

% valores de los parametros de las ecuaciones de la microglia activada y el destino neurogénico

%macho

%constantes de microglia
AmOm = 0.05;

Amlm = 9;

Bmm = -7.5e-6;

cmm = -le-5;

Tambdamm = 0.04;

%constantes de destino neurogénico
AdOm = -0.051;

Adlm = 11.5;
BdOm = -9.6e-3;
Bdlm = le-5;
Cdm = le-6;

Tambdadm = 0.054;

%condiciones iniciales
conds_inic_mum = 0.0;
conds_inic_deltam = 1;

%hembra
%constantes de microglia
AmOh = 0.0789;

Amlh = 9;
Bmh = -7.5e-6;
Cmh = -le-5;

Tambdamh = 0.04;

%constantes de destino neurogénico

AdOh = -0.0693;
Adlh = 11.5;
BdOh = -9.6e-3;
Bdlh = le-5;
cdh = le-6;

Tambdadh = 0.0418;

%condiciones iniciales
conds_inic_muh = 0.0;
conds_inic_deltah = 1;

% Repuesta a largo plazo: parte aguda

tiempo_agudo = 0:1:29; %parte aguda del dia 0 al dia 29 post-IR

%macho
for jdosis = 0:1:10

cinematica_con_radiacionm = @(t,n)

[(Psim/(1+(theta_1*n(1))+(theta_2*(n(4)+(Phi*n(5))+(Gamma*n(6))))+(theta_3*(n(7)+(Phi*n(8))+(Gamma*n(9))

M) *n(D)-d_1*n(1)-kl*n(1)+alpha_rl*n(2);

k_wl*n(1)-alphal*n(2);
k_h1*n(4)-nul*n(3);

2%0.85*d_1*n(1) - d_2*n(4) - a_2*n(4)-k2*n(4)+alpha_r2*n(5);

k_w2*n(4)-alpha2*n(5);
k_h2*n(4)-nu2*n(6);

d_2*n(4) - a_3*n(7)-k3*n(7)+alpha_r3*n(8);

k_w3*n(7)-alpha3*n(8);
k_h3*n(7)-nu3*n(9);
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x_b*d_1*n(1) - a_4*n(10)-k4*n(10)+alpha_r4*n(11);
k_w4*n(10)-alphad4*n(11);

k_h4*n (10)-nud4*n(12);
alpha_m2*n(5)+nu2*n(6)+alpha_m3*n(8)+nu3*n(9)-nu5*n(13)];

%solucionador
[tiempo_cinem,xa_cinem_agudm] = ode45(cinematica_con_radiacionm,tiempo_agudo, [NSCOm_14d;0;

0;
cond_NB_inicialm(jdosis+1);cond_n2w_inicialm(jdosis+1);cond_n2h_inicialm(jdosis+1);cond_ImN_inicialm(jdo
sis+1l);cond_n3w_inicialm(jdosis+1) ;cond_n3h_inicialm(jdosis+1) ;GBOm_14d; O; 0; 0;

18

%lista de soluciones

condInic_postIR_aguda_nlm(:,jdosis+1) = xa_cinem_agudm(:,1);
condInic_postIR_aguda_nlwm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,2);
condInic_postIR_aguda_nlhm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,3);
condInic_postIR_aguda_n2m(:,jdosis+1) = xa_cinem_agudm(:,4);
condInic_postIR_aguda_n2wm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,5);
condInic_postIR_aguda_n2hm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,6);
condInic_postIR_aguda_n3m(:,jdosis+1) = xa_cinem_agudm(:,7);
condInic_postIR_aguda_n3wm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,8);
condInic_postIR_aguda_n3hm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,9);
condInic_postIR_aguda_n4m(:,jdosis+1) = xa_cinem_agudm(:,10);
condInic_postIR_aguda_n4wm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,11);
condInic_postIR_aguda_n4hm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudm(:,12);
condInic_postIR_aguda_n5m(:,jdosis+1) = xa_cinem_agudm(:,13);

end

%hembra
for jdosis = 0:1:10
cinematica_con_radiacionh = @(t,n)

[(Psih/(1+(theta_1*n(1))+(theta_2*(n(4)+(Phi*n(5))+(Gamma*n(6))))+(theta_3*(n(7)+(Phi*n(8))+(Gamma*n(9))

))))*n(1)-d_1*n(1)-k1l*n(1)+alpha_r1*n(2);
k_wl*n(1)-alphal*n(2);
k_h1*n(4)-nul*n(3);
2%0.85*%d_1*n(1) - d_2*n(4) - a_2*n(4)-k2*n(4)+alpha_r2*n(5);
k_w2*n(4)-alpha2*n(5);
k_h2*n(4)-nu2*n(6);
d_2*n(4) - a_3h*n(7)-k3*n(7)+alpha_r3*n(8);
k_w3*n(7)-alpha3*n(8);
k_h3*n(7)-nu3*n(9);
x_b*d_1*n(1) - a_4*n(10)-k4*n(10)+alpha_r4*n(11);
k_w4*n(10)-alpha4*n(11);
k_h4*n(10)-nud4*n(12);
alpha_m2*n(5)+nu2*n(6)+alpha_m3*n(8)+nu3*n(9)-nu5*n(13)];

%solucionador
[tiempo_cinem,xa_cinem_agudh] = ode45(cinematica_con_radiacionh,tiempo_agudo, [NSCOh_14d;0

0;
cond_NB_inicialh(jdosis+1);cond_n2w_inicialh(jdosis+1);cond_n2h_inicialh(jdosis+1);cond_ImN_inicialh(jdo
sis+1);cond_n3w_inicialh(jdosis+1);cond_n3h_inicialh(jdosis+1);GBOh_14d; O g 0; 0

13

%1ista de soluciones

condInic_postIR_aguda_nlh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,1);
condInic_postIR_aguda_nlwh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,2);
condInic_postIR_aguda_nlhh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,3);
condInic_postIR_aguda_n2h(:,jdosis+1) = xa_cinem_agudh(:,4);
condInic_postIR_aguda_n2wh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,5);
condInic_postIR_aguda_n2hh(:,jdosis+l) = xa_cinem_agudh(:,6);
condInic_postIR_aguda_n3h(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,7);
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condInic_postIR_aguda_n3wh(:,jdosis+l) = xa_cinem_agudh(:,8);
condinic_postIR_aguda_n3hh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,9);
condInic_postIR_aguda_n4h(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,10);
condInic_postIR_aguda_n4wh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,11);
condInic_postIR_aguda_n4hh(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,12);
condInic_postIR_aguda_n5h(:,jdosis+1l) = xa_cinem_agudh(:,13);

end

% Respuesta a largo plazo: influencia de Ta microglia

tiempo_RLP = [0:1:730];%730 dias viven los ratones (2 afios)
%macho

for jdosis = 0:1:10
cinematica_con_radiacionm = @(t,n)

[(Psim/(1+(theta_1*n(1))+(theta_2*(n(4)+(Phi*n(5))+(Gamma*n(6))))+(theta_3*(n(7)+(Phi*n(8))+(Gamma*n(9))

))+(theta_mg_macho*n(14))))*n(1)-d_1*n(1)-k1*n(1)+alpha_rl*n(2);
k_wl*n(1)-alphal*n(2);
k_h1*n(4)-nul*n(3);
2%0.85*n(15)*d_1*n(1) - d_2*n(4) - a_2*n(4)-k2*n(4)+alpha_r2*n(5);
k_w2*n(4)-alpha2*n(5);
k_h2*n(4)-nu2*n(6);
d_2*n(4) - a_3*n(7)-k3*n(7)+alpha_r3*n(8);
k_w3*n(7)-alpha3*n(8);
k_h3*n(7)-nu3*n(9);
(X_b+(1-n(15)))*d_1*n(1) - a_4*n(10)-k4*n(10)+alpha_r4*n(1l);
k_w4*n(10)-alpha4*n(11);
k_h4*n (10)-nu4*n(12);
alpha_m2*n(5)+nu2*n(6)+alpha_m3*n(8)+nu3*n(9)-nu5*n(13);
((AmOm* (jdosis/ (jdosis+Amim)))+(Bmm*t)+(Cmm* (tA2)))*exp (- Tambdamm*t);
((AdOm* (jdosis/ (jdosis+Ad1im)))+(BdOm*n(14))+(Bd1m*n(14) *t)+(Cdm* (t*t))) *exp(-Tambdadm*t)];

%solucionador

[tiempo_cinem,xa_cinem_rlpm] = ode45(cinematica_con_radiacionm,tiempo_RLP,
[condInic_postIR_aguda_nlm(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_nlwm(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_nlhm(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n2m(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n2wm(30, jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n2hm(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n3m(30,jdosis+1l); condInic_postIR_aguda_n3wm(30,jdosis+1l);
condInic_postIR_aguda_n3hm(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n4m(30,jdosis+1l);
condInic_postIR_aguda_n4wm(30, jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n4hm(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n5m(30,jdosis+1l); conds_inic_mum; 11);

%lista de soluciones

so1_RLP_NSCm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_ripm(2:end,1);

so1_RLP_NBm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_rlpm(2:end,4);

sOT_RLP_IMNm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_ripm(2:end,7);

so1_RLP_GBm(:,jdosis+1l) = xa_cinem_r1pm(2:end,10);
end

%hembra
for jdosis = 0:1:10
cinematica_con_radiacionh = @(t,n)

[(Psih/(1+(theta_1*n(1))+(theta_2* (n(4)+(Phi*n(5))+(Gamma*n(6))))+(theta_3*(n(7)+(Phi*n(8))+(Gamma*n(9))

))+(theta_mg_hembra*n(14))))*n(1)-d_1*n(1)-k1*n(1)+alpha_rl*n(2);
k_wl*n(1)-alphal*n(2);
k_h1*n(4)-nul*n(3);
2%0.85*n(15)*d_1*n(1) - d_2*n(4) - a_2*n(4)-k2*n(4)+alpha_r2*n(5);
k_w2*n(4)-alpha2*n(5);
k_h2*n(4)-nu2*n(6);
d_2*n(4) - a_3h*n(7)-k3*n(7)+alpha_r3*n(8);
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k_w3*n(7)-alpha3*n(8);

k_h3*n(7)-nu3*n(9);

(x_b+(1-n(15)))*d_1*n(1) - a_4*n(10)-k4*n(10)+alpha_r4*n(1l);

k_w4*n (10)-alphad4*n(11);

k_h4*n(10)-nu4*n(12);

alpha_m2*n(5)+nu2*n(6)+alpha_m3*n(8)+nu3*n(9)-nu5*n(13);
((AmOh*(jdosis/(jdosis+Am1h)))+(Bmh*t)+(Cmh* (tA2)))*exp(-Tambdamh*t);
((AdOh*(jdosis/(jdosis+Ad1h)))+(BdOh*n(14))+(Bd1h*n(14)*t)+(Cdh*(t*t))) *exp(-Tambdadh*t)];

%solucionador

[tiempo_cinem,xa_cinem_rlph] = ode45(cinematica_con_radiacionh,tiempo_RLP,
[condInic_postIR_aguda_nlh(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_nlwh(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_nlhh(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n2h(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n2wh(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n2hh(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n3h(30,jdosis+1l); condInic_postIR_aguda_n3wh(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n3hh(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n4h(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n4wh(30,jdosis+1); condInic_postIR_aguda_n4hh(30,jdosis+1);
condInic_postIR_aguda_n5h(30,jdosis+1); conds_inic_muh; 11D;

%lista de soluciones
sO1_RLP_NSCh(:,jdosis+1) = xa_cinem_riph(2:end,1);
so1_RLP_NBh(:,jdosis+1) = xa_cinem_riph(2:end,4);
sO1_RLP_ImNh(:,jdosis+1) = xa_cinem_riph(2:end,7);
so1_RLP_GBh(:,jdosis+1) = xa_cinem_riph(2:end,10);
end
% Solucion completa (IR aguda +respuesta post-IR a largo plazo)
%macho
for jdosis = 1:1:11
sol1C_NsCm(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_nlm(:,jdosis)."' sol_RLP_NSCm(:,jdosis).'];
so1C_NBm(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_n2m(:,jdosis)."' sol_RLP_NBm(:,jdosis)."'];
sol1C_ImNm(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_n3m(:,jdosis).' sol_RLP_ImNm(:,jdosis)."'];
so1C_GBm(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_n4m(:,jdosis)."' sol_RLP_GBm(:,jdosis)."'];
end
%hembra
for jdosis = 1:1:11
so1C_NSch(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_nlh(:,jdosis).' sol_RLP_NSCh(:,jdosis).'];
sol1C_NBh(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_n2h(:,jdosis)."' sol_RLP_NBh(:,jdosis).'];
so1C_ImNh(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_n3h(:,jdosis).' sol_RLP_ImNh(:,jdosis).'];
so1C_GBh(:,jdosis) = [condInic_postIR_aguda_n4h(:,jdosis)."' sol_RLP_GBh(:,jdosis)."'];
end

%Agregar el valor inicial

%macho

for jdosis = 1:1:11
solCo_NsCm(:,jdosis) = [NSCOm_14d."' solC_NSCm(:,jdosis)."'];
sol1Co_NBm(:,jdosis) = [NBOm_14d.' solC_NBm(:,jdosis)."'];
solCo_ImNm(:,jdosis) = [ImNOm_14d."' solC_ImNm(:,jdosis)."'];
sol1Co_GBm(:,jdosis) = [GBOm_14d.' solcC_GBm(:,jdosis).'];

end

%hembra

for jdosis = 1:1:11
so1Co_NSCh(:,jdosis) = [NSCOh_14d."' solC_NSCh(:,jdosis)."'];
so1Co_NBh(:,jdosis) = [NBOh_14d.' solC_NBh(:,jdosis)."'];
solCo_ImNh(:,jdosis) = [ImNOh_14d.' solC_ImNh(:,jdosis)."'];
so1Co_GBh(:,jdosis) = [GBOh_14d.' solC_GBh(:,jdosis)."'];

end

% Normalizacion

%macho

for t =1:1:11

sol_NSCm_norm(:,t) = solCo_NSscm(:,t)/NSCOm_14d;
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sol_NBm_norm(:,t) = solCo_NBm(:,t)/NBOm_14d;
sol_ImNm_norm(:,t) = solCo_ImNm(:,t)/ImNOm_14d;
sol_GBm_norm(:,t) = solCo_GBm(:,t)/GBOm_14d;
end

%hembra

for t =1:1:11

sol1_NSCh_norm(:,t) = solCo_NSCh(:,t)/NSCOh_14d;
sol_NBh_norm(:,t) = solCo_NBh(:,t)/NBOh_14d;
sol_ImNh_norm(:,t) = solCo_ImNh(:,t)/ImNOh_14d;
sol_GBh_norm(:,t) = solCo_GBh(:,t)/GBOh_14d;
end

88



	Portada
	Índice General
	Resumen
	I. Introducción
	II. Justificación   III. Objetivos
	IV. Antecedentes
	V. Métodos y Materiales
	VI. Resltados y Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Perspectivas
	IX. Referencias
	Apéndices



