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Resumen

Debido a la gran acumulacién de datos empiricos sobre diversos sistemas biologicos, desde hace
unos afos se ha recurrido al uso de modelos matematicos para darle sentido a toda esta
informacion que se ha generado recientemente. Estos modelos se han utilizado en areas que van
desde la biologia molecular hasta la epidemiologia, volviéndose una herramienta cada vez mas
indispensable, pero con mucho potencial sin aprovechar (como la elaboracion de macromodelos).
Un organismo ideal para la elaboracion de modelos es el nematodo Caenorhabditis elegans, ya
gue se conocen muchos de sus procesos biologicos (como el envejecimiento) y sus caracteristicas
fisicas lo hacen ideal para evaluar su ciclo de vida y comportamientos. El objetivo de este trabajo
es medir los comportamientos de C. elegans (por bioensayos) y ajustar estos datos.a un modelo
matematico, para establecer mediante una metodologia -conocida como regresién simbdlica- que
eventualmente contribuya a formar un macromodelo. En esta tesis se presenta.un modelo de los
comportamientos de bombeo faringeo y defecacién (a 20 y 15 °C) en C elegans. Para el
comportamiento de bombeo a 15 °C se utilizé6 un modelo matemético inspirado de la fisica clasica:
el oscilador arménico amortiguado, mientras que para el comportamiento de defecacion a 15y 20
°C se utilizé un modelo de saturacion. Estos modelos se determinaron con base a las soluciones
de la regresion simbdlica y se ajustaron por medio de una regresidn no lineal, para ajustar los
parametros de acuerdo a un analisis estadistico. Ademas, se determiné que el modelo de oscilador
armoénico amortiguado pertenece a la clase sobreamortiguada, lo cual indica que el sistema no
oscila, pero es posible que en otras condiciones pueda estarlo (como la induccién de un ciclo
circadiano o ultradiano). Estos modelos proveen una nueva forma de entender los
comportamientos y el modelaje matematico, asi como una nueva metodologia que podria incluso
formular nuevas hipétesis.



Abstract

Due to the considerable accumulation of empirical data on various biological systems,
mathematical models have made sense of this information in recent years. These models have
been used in areas ranging from molecular biology to epidemiology, becoming an increasingly
indispensable tool, but with much-untapped potential (such as the development of macro-models).
An ideal organism for modeling is the nematode Caenorhabditis elegans. It is known in many of its
biological processes (such as aging), and its physical characteristics make it ideal for evaluating its
life cycle and behaviors. This work aims to measure the behaviors of C. elegans (by bioassays) and
fit these data to a mathematical model to establish through a methodology - known as symbolic
regression - that it eventually contributes to the formation of a macro-model. In this thesis, a model
of pumping and defecation behaviors (at 20 and 15 ° C) in C elegans is presented. For the pumping
behavior at 15 ° C, a mathematical model inspired by classical physics was used: the damped
harmonic oscillator model. The defecation behavior at 15 and 20 ° C was a saturation model.
According to statistical analysis, these models were determined based on the symbolic regression
solutions and were fitted using non-linear regression to adjust the parameters. Furthermore, it was
determined that the damped harmonic oscillator model belongs to the overdamped class, which
indicates that the system does not oscillate. Still, it may be oscillating (such as the induction of a
circadian or ultradian cycle). These models provide a new understanding of behaviors and
mathematical modeling and a new methodology that could formulate new hypotheses.
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1. Introduccion

Actualmente existe una gran cantidad de datos empiricos, obtenidos a lo largo de décadas, sobre
componentes biolégicos (genes, enzimas, factores de transcripcion, entre otros). Toda esta
informacién es dificil de interpretar por si sola, por lo cual se ha recurrido al uso de modelos
matematicos para poder entenderla mejor. Estos modelos nos permiten un analisis sistematico de
los elementos que componen un proceso biolégico, para asi poderlo ver y entender como lo que
es: un sistema complejo (Lazebnik, 2002).

Los modelos matematicos han sido utilizados ampliamente en los Ultimos afios en: epidemiologia
(Grassly y Fraser, 2008), en modelos de poblaciones (tipo depredador-presa y otras relaciones
ecoldgicas) (Takeuchi et al., 2006), asi como en procesos moleculares y celulares (Stelling, 2004).
En todas estas areas se han generado modelos con una gran relevancia biolégica, con resultados
gue habria sido casi imposible obtener por otras vias. Aunque el modelaje matematico es una
herramienta muy poderosa tiene sus limitaciones. En primer lugar porque un investigador en el
area biologica no suele estar familiarizado con el area matematica y un investigador en el area
matematica no suele estar familiarizado con el area bioldgica. Esta circunstancia obstaculiza
mucho la aplicacién de modelos matematicos a sistemas bioldgicos, lo cual nos lleva al segundo
punto: aun se desconoce el maximo potencial que puede tener esta herramienta. Hasta la fecha se
han llevado a cabo muy pocos intentos para elaborar un macromodelo, es decir un modelo que
abarque las escalas molecular, celular y fisiolégica de un organismo y pueda explicar en su
totalidad el sistema de un individuo (Karr et al., 2012).

Elaborar un macromodelo es una tarea complicada, teniendo en cuenta que cualquier organismo
contiene en su genoma un amplio repertorio de elementos como son las enzimas, factores de
transcripcion, segundos mensajeros y receptores, entre otros. Estos a su vez dan lugar a una gran
variedad de lineas celulares que forman tejidos con diferentes funciones. Es por estas razones que
es importante elegir un buen organismo modelo. Tal es el caso del nematodo Caenorhabditis
elegans, del que ademas de conocerse su genoma (Shaye & Greenwald, 2011), su conectoma
(Jarrell et al., 2012; Towlson. et al., 2018) y parte de su metaboloma (Gao et al., 2017), es un
organismo de facil mantenimiento y corto ciclo de vida (se desarrolla completamente en 52 horas)
(Stiernagle, 2006). Ademas, es transparente y esto facilita mucho estudiar su fisiologia (como sus
comportamientos neuromusculares) (Feinberg et al., 2008; Towlson et al., 2018). Por si fuera poco,
es uno de los escasos ejemplos de macromodelo que se ha intentado hacer (McMullen et al.,
2012). Este ejemplo consisti6 en modelar el proceso molecular de la espermatogénesis y la
fertilizacién, para que los resultados se ajusten a los datos experimentales del comportamiento de
oviposicion.

Este modelo es solo uno entre la gran variedad de posibilidades que tiene C. elegans. Una de las
opciones que ofrece el modelaje matematico es el uso de ecuaciones diferenciales (Avery et al.,
2018), las cuales permiten analizar una variable a lo largo del tiempo, por medio de una ecuacion
matematica. Una buena alternativa para usar este tipo de modelaje es el envejecimiento, ya que
en C. elegans se conoce una gran variedad de elementos moleculares (como los genes daf-2 y
daf-16) (Uno y Nishida, 2016; Liu et al., 2017) y vias de sefalizacién (como la autofagia y la via
IIS) (Dall y Feergeman, 2019; Son et al., 2019) asociadas al envejecimiento. Para poder analizar
este proceso, dentro de un modelo matematico, se necesita de una variable que se vea
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perjudicada por el envejecimiento. Este es el caso de los comportamientos neuromusculares
(como: bombeo, defecacion, coleteo y oviposicidn) (Collins et al., 2007; McGhee, 2007; Avery y
You, 2012), que se ven perjudicados conforme el gusano envejece. Otra variable de interés es la
temperatura, ya que afecta tanto al envejecimiento como a los comportamientos (Shen et al., 2010;
Zhang et al., 2015; ), ademas es una variable facil de modificar, que puede alterar la complejidad
del modelo y ponerlo a prueba.

Un modelo de comportamiento es una buena opcién para encaminarse a un macromodelo, ya que
existen muy pocos modelos que manejan esta escala y es una buena alternativa para integrar
fenotipo molecular con el fenotipo fisioldgico. Pero para hacer un modelo de estas caracteristicas
es necesario contar con las herramientas adecuadas, una de ellas es la regresion simbdélica que,
como cualquier regresion, consiste en ajustar una nube de datos a una recta, curva o cualquier
otra forma representada por una ecuacién, con los mejores parametros (Rawlings et al.; 1998). La
diferencia con la regresion simbdlica es que no se basa en un tipo de solucién especifica, sino que
por medio de un algoritmo genético busca las soluciones que mejor se ajustan a los datos (Quade
et al., 2016); de estas soluciones se pueden obtener las ecuaciones diferenciales que
corresponden al modelo de dicha solucion.

Aunque es una herramienta muy poderosa, la regresion simbdlica puede arrojar soluciones con
poca relevancia biolégica. Es por eso que se puede recurrir al ajuste de modelos especificos ya
definidos, como el modelo de Lotka-Volterra, el modelo de-Gompertz (Xu, 1987; Takeuchi et al.,
2006). Un modelo muy conocido en la cinética enzimatica es el modelo de saturacién, en donde
hay un aumento exponencial que se detiene en un punto y se suspende en lo que se conoce como
saturacion (Bartels et al., 2002). Otro modelo menos conocido es el modelo de oscilador armonico
amortiguado, que como un oscilador simple (seno, coseno) cambia de acuerdo a una frecuencia,
con la excepcion de que existe una fuerza que ejerce friccion sobre el sistema y debido a la
intensidad de esa friccion, el sistema puede acercarse a su punto de equilibrio oscilando o sin
oscilar (Rosenau da Costa et al., 2000).

El objetivo de este trabajo fue obtener los datos de los bioensayos de los comportamientos de
bombeo y defecacién a 20 °C y 15 °C, en C. elegans, luego obtener los modelos mas cercanos a
los datos de los comportamientos, con la finalidad de implementar el uso de nuevas metodologias
como la regresion simbélica y el modelaje de los comportamientos, asi como para establecer las
bases de este tipo de modelos en la futura elaboracién de macromodelos. Aunque no se esperaba,
también se logro .implementar el uso de los modelos de saturacion y de oscilador armoénico
amortiguado en-el modelaje de los comportamientos.



2. Revision de bibliografia

2.1 Proceso del modelaje matemético en sistemas biolégicos

Como ya se menciond antes, el gran aumento de investigaciones que describen y definen nuevos
elementos en sistemas biologicos ha generado tal cantidad de informacion, que resulta muy
complicado (por no decir imposible) de analizar e integrar por medio de métodos tradicionales
como son la observacién y estadistica, existe una gran variedad de relaciones e interacciones
entre los distintos elementos que componen un sistema biolégico, en donde un solo elemento
puede diferir ampliamente su interaccion con otros elementos y dicha interaccion aun puede variar
por condiciones como tiempo, espacio y entorno. Para hacer un andlisis con todos estos factores
al mismo tiempo, una de las formas més efectivas consiste en utilizar un modelo matemético. A
continuacion se muestra como es su elaboracion.

Motta y Pappalardo,(2012) sugieren que la metodologia para elaborar un modelo sea la siguiente:
El primer paso es definir los objetivos del modelo. Ya que no es viable realizar un modelo que
integre la totalidad de elementos que componen un sistema bioldgico, ‘es necesario delimitar la
cantidad de elementos y factores a tomar en cuenta dependiendo de los objetivos. Estos mismos
objetivos son los que al final nos ayudaran a determinar la escala del modelo (molecular, celular, o
macroscépica) y si el modelo se ajusta a la realidad .

Una vez definidos los objetivos es necesario conocer la informacion existente sobre el tema
haciendo una revision bibliografica. Luego, se pueden definir las siguientes tres propiedades:
realismo, precision y generalidad. Ahora se puede hacer la formulacion matematica, esta depende
del tipo de modelo que se ha escogido, pero es importante tener en cuenta que el modelo debe
limitar su complejidad y ser computable. Cumplidos estos requerimientos se puede proceder a la
estimacion de parametros, esto puede hacerse por ajuste de la informacion (reduccion de la
incertidumbre de los datos experimentales) o por estimacion con datos de sistemas similares.

Finalmente se prueba y ajusta el modelo. Lo primero es la calibracion de parametros. Esto se hace
comparando los resultados con datos experimentales, si hay un desajuste se modifican los
parametros hasta que el modelo represente lo que ocurre en la realidad.. Este procedimiento suele
ser revelador, ya que las discrepancias tienden a sefialar un elemento o parametro que es
relevante para el sistema bioldgico y que de otra forma no habria sido posible determinarlo. Todos
los pasos de este procedimiento se pueden ver esquematizados en la Figura 1.
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Figura 1. Proceso del modelaje matematico. Descripcion del proceso de modelaje, arriba se
muestra el procedimiento a seguir durante la formulacién, en el medio el proceso de calibracion y
abajo el analisis donde se determina si el modelo es representativo. Figura tomada y modificada
de Motta y Pappalardo, (2012).

o

2.1.1 Ejemplos de modelaje matematico

Existen multiples areas de la biologia y microbiologia en las que se ha recurrido al uso de modelos
matematicos. Uno de los primeros casos de éxito es el de Hodgkin y Huxley, (1952), que
estudiaron el axén del calamar gigante y crearon el modelo de Hodgkin y Huxley, el cual consiste
en cuatro ecuaciones diferenciales ordinarias que definen el potencial de accién en células como
las neuronas y dan una aproximacion a sus propiedades eléctricas. Este descubrimiento dio origen
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a la fisiologia cuantitativa y motivé estudios posteriores para aplicar estas ecuaciones diferenciales
al sistema cardiovascular (Glynn et al., 2014).

(a) Basado en interaccién (b) Basado en restricciones (c) Basado en mecanismo
C Ky
™ A+B ==C A+B ==C
A——B k_4
Modelos estadisticas Modelos estadisticos Modelos dinamicos
No hay estequiometria Estequiometria Estequiometria
No hay parametros No hay parametros Parametros cinéticos

Flux 2
Concentracion

Flux 1

Tiempo

Opinién actual en microbiologia

Figura 2. Tipos de redes. Se muestran los distintos tipos de modelos con los que se puede realizar
una red. (a) Muestra la escala.mas grande basada en interacciones y se analiza la topologia. (b)
Es la segunda escala, donde ya hay mas limitaciones como direccion en las interacciones o
estequiometria. (c) En_la  udltima escala hay parametros muy especificos que definen
detalladamente la cinética de las interacciones. Figura tomada y modificada de Stelling, 2004

Un ejemplo mas preciso sobre este aumento de complejidad se da en el estudio a nivel celular, ya
gue se ha implementado el uso de diferentes modelos de redes biolégicas para diferentes escalas
(tamafio de la red), comenzando por la escala mas grande, en donde se incluye la mayor cantidad
de elementos (enzimas, factores de transcripcion y segundos mensajeros, entre otros) y solo se
toma en cuenta cuales elementos interactlan entre si y no otros factores, como la intensidad de la
interaccion (Barabasi & Oltvai, 2004). Aqui lo que interesa analizar es la topologia de la red
(creada a partir de algoritmos) para entender como se agrupan los elementos constitutivos y como
funciona el sistema (Figura 2a). Una estrategia que se ha aplicado recientemente es la busqueda
de motivos, los cuales son pequefios grupos de conexiones que se repiten mas de lo que deberian
aparecer por azar en toda la red, mostrdndose como un fenbmeno emergente que no ocurre en
redes aleatorias (Alon, et al., 2002). En la siguiente escala se toma en cuenta la estequiometria de
las interacciones, ahora la red tiene diferentes estados posibles dependiendo del tipo de
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interaccion que se esta llevando a cabo por algunos elementos; esta escala intermedia limita el
tamafio de la red a una ruta metabdlica o proceso celular especificos. A pesar de ser una red mas
limitada define nuevas propiedades del sistema (Figura 2b.). En la Ultima escala aparecen los
parametros que convierten al modelo en cuantitativo al afiadir tasas de interaccion o de
degradacion de algunos elementos, permitiendo hacer hip6tesis muy concretas que son
comprobables a nivel experimental (debido a estas propiedades cuantitativas). Debido a estas
caracteristicas, esta escala es la mas detallada; sin embargo no abarca todos los elementos del
sistema (otros elementos de la red) (Figura 2c.). Se espera que al estudiar la célula en estas tres
escalas se pueden modelar las tres juntas (Stelling, 2004).

Por dltimo, aunque no se agota con ello la utilidad de los modelos, estd la epidemiologia
matematica , un area con extenso uso de modelos matematicos, cuyo uso casi se remonta a los
origenes de la epidemiologia misma como una disciplina cientifica (Grassly y Fraser, 2008). Hoy
en dia existe una gran variedad de modelos que van desde poblaciones (Lipsitch, 2003) hasta
interacciones del patégeno con las células del huésped (McKenzie et al., 2002). En la actualidad
estos modelos son de gran utilidad, ya que al determinar, de una forma cuantitativa, como es el
contagio entre individuos, comunidades y poblaciones grandes, se pueden hacer predicciones por
medio de ecuaciones diferenciales que ayudan a evaluar la situacion y a determinar el uso de
medidas preventivas. Asimismo, estas ecuaciones también pueden contener parametros que
indiqguen la efectividad de una medida de prevencion o tratamiento, también pueden incluir
poblaciones de vectores de transmisibn como los mosquitos. Gracias a la informacién disponible
es posible hacer modelos tan complejos como sea necesario (Grassly y Fraser, 2008). Al igual que
los ejemplos anteriores, es recomendable la seleccién del modelo mas simple que mejor explique
el sistema, ya que una complejidad excesiva daria lugar a un modelo muy preciso, pero
analiticamente y/o computacionalmente irresoluble.

Entre todos estos ejemplos y técnicas se puede apreciar que hay una gran cantidad de areas en
las que se ha recurrido al uso de modelos matematicos y como estos modelos pueden ajustarse a
la realidad e incluso predecirla pero, por sobre todo, proveen nuevos puntos de vista e
interpretaciones de extensas cantidades de datos que de otra forma habria sido imposible
conseguir.

2.1.2 Sistemas de regresion

Otras técnicas que se pueden utilizar, tanto en modelaje como en estadistica, son los sistemas de
regresion. Estas técnicas son utiles cuando, en un fendbmeno o sistema, se tiene una variable
dependiente y una independiente, de las cuales se quiere determinar si existe una relacién entre
ellas. La variable dependiente suele ser una caracteristica 0 comportamiento variable, mientras
gue la variable independiente suele ser una condicidn constante, que se puede modificar (como
tiempo o temperatura) a la que estd sometida la variable dependiente. En un sistema de regresion
estas dos variables se pueden representar en un plano, correspondiendo el eje X a la variable
independiente y el eje Y a la variable dependiente, de modo que para cada valor en X hay un valor
en Y; si existe una tendencia se puede determinar que hay una relacién, la cual se ajusta a una
ecuacion matematica que la describe (Rawlings et al., 1998).

Al definir la relacién entre estas dos variables los sistemas de regresion no sélo determinan esta

relacién, sino que también modelan el comportamiento dentro de la ecuacién matematica. El

sistema mas sencillo, dentro de los sistemas de regresion, es el de regresién lineal simple, en
11



donde se ajusta la nube de puntos a una linea recta y se obtienen, los mejores estimadores y la
ecuacion de la recta:

Y, = Bo + B1Xi

En donde B, es el valor de Y cuando X es igual cero, y B; es la pendiente de la recta o la tasa de
cambio de Y por unidad de X.

El siguiente sistema, considerando su complejidad es la regresion lineal multiple, en donde hay
mas de una variable independiente y se describe el efecto de cada variable:

Y; = Bo + B1Xin+B2Xiz + B3Xiz+... BpXip

En donde cada variable (X;,) tiene su propia tasa de cambio (g;). Esto es de gran utilidad ya que,
en escasas ocasiones, un fendbmeno u organismo en estado natural va a ser alterado por una
Unica variable, permitiendo una interpretacion mas realista (Uyanik & Giiler, 2013).

Sin embargo, pocas veces un sistema biolégico va a ser modelado por una ecuacion lineal pues,
aungue son mas simples y pueden utilizarse para predicciones, son menos comunes en la
naturaleza. Para contrarrestar estos defectos se puede optar por utilizar ecuaciones no lineales,
tomando como base una regresion no lineal. A diferencia de las ecuaciones lineales, las
ecuaciones no lineales pueden ajustar curvas u otras formas, siendo mas que una suma de las
interacciones; por ejemplo, el modelo de crecimiento exponencial:

Yi =4 aeﬁti

Este tipo de regresion puede contener, en sus ecuaciones: funciones de las variables
independientes, exponentes, divisores' y . funciones trigonométricas, asi como diversas
combinaciones de estos elementos. Pero la seleccidon de un modelo para esta regresion no es tan
simple, ya que existe una gran variedad de modelos que podrian ajustarse. Algunos ejemplos
conocidos son: modelo de crecimiento de Mitscherlich, modelo de crecimiento monomolecular,
modelo polinomial inverso, modelo de crecimiento de Gompertz, modelo de Weibull y los modelos

polinomiales segmentados (Milliken, 1990).

Ajustar los datos de un experimento u observacion a cualquier tipo de regresion puede resultar una
tarea dificil, ya que las relaciones entre las variables llegan a ser complicadas, pero existen
diversas herramientas informaticas que solucionan este problema rapidamente. Una de estas
herramientas es la regresion simbodlica que, a diferencia de las otras regresiones, no sigue un
sistema especifico; este método utiliza una rama de la inteligencia artificial, conocida como
machine learning. En regresién simbdlica se utiliza especificamente programacién evolutiva con un
algoritmo genético. Lo que hace este algoritmo es buscar el modelo que mejor se ajuste a los
datos, probando varias soluciones y seleccionando las que mejor interpreten los datos. A partir de
estas soluciones crea combinaciones para llegar a resultados méas ajustados. Al final se obtienen
las soluciones que mejor se ajustan a los datos y tienen el menor nivel de complejidad, pudiendo
ser desde modelos lineales simples hasta los modelos no lineales mas complicados (Quade et al.,
2016).
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2.1.3 Otros modelos
Modelo de oscilador arménico amortiguado

Existen muchos modelos que describen fendmenos naturales y son estudiados en el area de la
fisica. Algunos de esos modelos fisicos se han llegado a aplicar diversos sistemas bioldgicos, para
explicar sus caracteristicas fisicas y quimicas. Un modelo que se evalla en este trabajo es el
modelo de oscilador arménico amortiguado, que se representa con la siguiente ecuacion:

y = (e7")(y, % cos(wt))

En donde y es el coeficiente de friccion, que determina qué tan rapido llega a su punto estable el
sistema, t es el tiempo, y0 es el valor inicial y o es la frecuencia con que oscila el sistema. Debido
al coeficiente de friccién este sistema no oscila infinitamente, este parametro es‘lo que diferencia
este modelo de un modelo de oscilacion simple. Al igual que el parametro ® puede modificar la

frecuencia de oscilacion, por su tamano, el coeficiente de friccion.y define la velocidad a la que

ocurre el amortiguamiento (momento al que el sistema se mantiene en 0 o alcanza su punto de
equilibrio), si es demasiado grande puede detener las oscilaciones y definir el modelo como un
oscilador sobreamortiguado (Figura 3) o como un oscilador de amortiguamiento critico, si la friccion
es muy grande. Pero si este parametro es pequefio el sistema oscila hasta llegar al punto de
equilibrio, esta caracteristica define al modelo como un oscilador subamortiguado (Rosenau da
Costa et al., 2000) (Figura 3).

! 1.0 1.2 1.4 1.6
Tirme
“d

(8]

Figura 3. Oscilador armonico amortiguado. Ejemplo de los tipos de oscilador arménico
amortiguado, en la linea negra se encuentra el oscilador subamortiguado, en la linea azul el
oscilador sobreamortiguado. Imagen modificada de HyperPhysics Concepts, s/f.
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Modelo de saturacién

El modelo de saturacion consiste en que un sistema tiene un incremento exponencial hasta llegar
a su umbral en donde deja de aumentar y se suspende en esa concentraciéon o cantidad. La
ecuacion de este modelo es la siguiente :

D= (Ar —Ap)(1—ePt) + 4,

En donde AF es el punto de saturacién, A0 es el punto inicial y B es coeficiente que regula la
velocidad con que se llega al punto de saturacion (Bartels et al., 2002).

2.2 Caenorhabditis elegans como modelo de estudio

Dos de las principales razones para escoger a C. elegans como modelo de estudio son su facil
mantenimiento y su corto ciclo de vida, ademas existe una gran variedad de caracteristicas que lo
hacen el organismo ideal para el modelaje mateméatico de comportamientos (Feinberg et al., 2008;
Towlson et al., 2018).

Comenzando por sus caracteristicas generales, C. elegans es un nematodo de vida libre que
puede encontrarse facilmente en diversas partes del mundo. Mide un milimetro en su forma adulta
mientras que las larvas mas jévenes miden 0.25 milimetros (Figura 4B.). Es transparente (lo cual
es una ventaja para observar sus comportamientos fisiolégicos) (Figura 4C.) y es un organismo
con una poblacion mayoritariamente hermafrodita en la que menos del 0.2% son machos. Esto
ultimo es de gran utilidad, ya que al ser mayoritariamente hermafroditas, hay muy poca (casi nula)
reproduccion sexual y esto promueve una variabilidad genética muy baja, por esta misma razén
actualmente se conoce la cantidad exacta de células que lo constituyen y el tipo. Por ejemplo,
cada adulto hermafrodita tiene 302 neuronas de las cuales se conocen sus formas y conexiones y
las diferencias que tienen las conexiones de los hermafroditas con las conexiones de los machos
(Jarrell et al., 2012).

Entre las propiedades para su mantenimiento se destacan sus pocos requerimientos: una
incubadora y placas con agar NGM y alimento (Escherichia coli) (Figura 4A.). También destaca su
ciclo de vida corto (en 52 horas pasa de L1 a adulto). ElI hecho de que con un solo gusano se
pueda obtener toda una poblacién, su resistencia a la falta de alimento como larva dauer de al
menos un mes, asi como su resistencia al congelamiento por periodos incluso de varios afios,
ofrecen la posibilidad de mantener cepas por mucho tiempo a un bajo costo (Institut de Biologie du
Développement de Marseille-Luminy, CNRS, France & Barriére, 2014).

Teniendo en cuenta que es facil de observar, mantener y que sus poblaciones tienden a ser
homogéneas conviene preguntarse: ¢Cual es la relevancia del estudio de este nematodo? El
primer punto es que entre el 60% y el 80% de los genes humanos tienen un ortélogo en C. elegans
y se predice que cerca de un 38% de los genes conocidos, asociados a enfermedades, tienen un
ortélogo con C. elegans (Shaye & Greenwald, 2011); esto ya suma una importancia médica y
también tiene una importancia evolutiva ya que esta especie tiene un sistema nervioso, musculos y
aparato digestivo que son mucho mas simples que el de un mamifero y, por lo tanto, son mas
faciles de comprender. Por si fuera poco también son excelentes modelos en genética, debido a su
facil manipulacién con la intencion de generar nuevas mutantes y que estas cepas se pueden
aislar para producir facilmente una poblacion homogénea (Corsi et al., 2015). Por todas estas
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razones es un modelo sobre el que se pueden formular una gran cantidad de preguntas de
investigacion relevantes.

1) 7+ Adultos

G

Figura 4. Aspecto de C. elegans. (A) Se muestra a C. elegans en sus placas de cultivo con E. coli.
(B) Gusanos adultos y larvas vistos desde estereoscopio. (C) Gracias a su transparencia pueden
verse los érganos en su interior. Figura tomaday modificada de Corsi et al (2015).

2.2.1 Respuesta a cambios de temperatura

Una de las condiciones que requiere de un control estricto en este modelo es la temperatura. A
pesar de que este gusano puede crecer con normalidad en un rango de temperatura de 15 °C a 25
°C, puede detectar diferencias tan pequefias como 0.05 °C (Hedgecock & Russell, 1975). Cuando
cambia la temperatura a la que este organismo se encuentra ocurren multiples cambios a nivel
fisiologico y de comportamiento, uno de estos cambios es la alteracion de la composicion de los
acidos grasos, por ejemplo: a temperatura baja (15 °C) las concentraciones de fosfatidilcolina
aumentan mientras que las concentraciones totales de lipidos disminuyen (Tanaka et al., 1996).

Pero, ¢como puede C. elegans detectar cambios en la temperatura y responder a ellos? En 1975,
Hedgecock y Russell realizaron un experimento en el que gusanos, criados a una temperatura
especifica, eran colocados en medio de cultivo con un gradiente escalonado a 0.5 °C por
centimetro; cuando los gusanos habian crecido a altas temperaturas se dirigian a las temperaturas
altas en el gradiente; pero se dirigian a temperaturas frias cuando habian crecido a temperaturas
frias. Esto mostr6 que los gusanos pueden percibir la temperatura y recordarla para alterar su
comportamiento (lo cual se conoce como el comportamiento de termotaxis). Recientemente se ha
logrado describir parte del mecanismo con el que esto ocurre, existen tres neuronas anfidias (de la
cabeza) que perciben la temperatura: AFD, AWC y ASI. La neurona AFD es una neurona de
percepcién térmica mientras que AWC y ASI ademas de la percepcién térmica, perciben odorantes
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y feromonas respectivamente. Estas neuronas tienen comunicacion con las interneuronas AlY y
AlZ que emiten estas sefales a otras neuronas responsables de los cambios de comportamiento
(Figura 5) (Kimata et al., 2012).

Estimulo térmico

& 4D
DDQ / & /

\\\
-/

Brecha
\ de salida
Respuesta motora

Figura 5. Circuito neuronal de la respuesta a temperatura. En esta figura se muestra el circuito de
las neuronas que regulan la respuesta a la temperatura en C. elegans. En color rojo se encuentran
las neuronas Yy las sinapsis que generan una respuesta termofilica y en color azul las que generan
una respuesta criofilica. Figura tomada y modificada de Kimata et al., (2012).

La. comunicacién entre estas neuronas tiene una caracteristica destacable: la propiedad de
degeneracion. La degeneracion es una propiedad de los sistemas biolégicos, consiste en la
capacidad que tiene el sistema de generar las mismas salidas o resultados, a partir de otras vias y
elementos cuando las principales no estan disponibles. Esta propiedad es contraria a la
redundancia, que es la presencia de muchos elementos que desarrollan el mismo procedimiento.
Por su parte, en degeneracion, elementos alternativos en diversas combinaciones pueden
mantener el sistema (Edelman y Gally, 2001). Volviendo a las neuronas, se ha visto que las
neuronas termosensibles AFD, AWC y ASI no son necesarias en su conjunto para mantener la
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termotaxis, sino que varias combinaciones, en donde falta una neurona, son suficientes para
mantener la respuesta, siendo este un claro ejemplo de degeneracion con pocos elementos.
Posiblemente todo el sistema nervioso de C. elegans sea un buen objetivo de estudio para esta
propiedad compleja (Ma y Shen, 2012).

El estudio de este efecto no se limita al nivel celular con las neuronas, también se han identificado
elementos moleculares como las guanilato ciclasas y los receptores tipo guanilato ciclasas: GCY-8,
GCY-18 y GCY-23. Se ha demostrado que un defecto en cualquiera de estos tres receptores-es
suficiente para causar deficiencias en la percepcion de temperatura de AFD, mientras que para la
transmisién de esta informacién, a otras neuronas, se ha visto que la pérdida de la diaglicerol
guinasa DGK-3 no cambia los flujos de calcio en respuesta a la temperatura, pero si la respuesta
fisiolégica y de comportamiento a ésta (Kimata et al., 2012). También se ha visto, que en esta
neurona los receptores especificos para guanilato ciclasas (rGCs), son necesarios y suficientes en
AFD para tener una respuesta robusta a la temperatura (Takeishi et al., 2016). Por ultimo, tenemos
la neurona AWC en la que también se ha descrito la transduccion de sefiales de temperatura por
medio de vias asociadas a proteinas G y guanilato ciclasas (como ODR-1). Aqui hay una situacion
destacable y es que esta neurona también percibe odorantes y lo hace por la misma via hacia la
misma neurona: AlY, que también recibe las sefales de AFD sobre temperatura. La pregunta es:
¢.cémo logran discriminar estas dos neuronas entre un tipo de sefial'y otra si la via es la misma?
AuUn no se sabe la respuesta, pero se cree que es por la variacion de la intensidad de la sefial a
causa de las diferentes concentraciones de calcio entre ambas respuestas (Kuhara et al., 2011).

Hasta ahora hemos visto la percepcion de la temperatura por medio de neuronas anfidias, pero
existen otras vias fuera del anfidio. La mas resaltable es la que ocurre por medio del factor de
transcripciébn HSF-1, el cual se encarga de la expresién génica inducida por choque térmico, pero
su relevancia esta en la interaccion que tiene con la respuesta fisiologica de la neurona AFD, ya
gue esta interaccién induce a la regulacién del comportamiento en intestino y musculos (Sugi et al.,
2011). Otro sistema es el inducido por las neuronas multidendriticas PVD y FLP que envuelven
todo el cuerpo del gusano y responden a frio extremo y al estimulo de choque térmico
respectivamente (Chatzigeorgiou et al., 2010). Otro sistema posible es por medio de células no
neuronales, adn no se ha encontrado evidencia pero se ha visto que la aerotaxis (movimiento a
zonas por preferencia de concentraciones de oxigeno) ocurre por medio de las células endocrinas
uvl (Leiser et al., 2016).

Aunque aun no se define en su totalidad el mecanismo o mecanismos que responden a la
temperatura y sus cambios, queda claro que este organismo puede percibir esta variable y, entre
sus respuestas, se puede alterar su fisiologia, comportamiento y longevidad.

2.2.2 Envejecimiento

El envejecimiento se puede definir como el deterioro progresivo de tejidos y érganos, a lo largo de
la vida de un organismo, hasta producir la muerte; aunque conceptualmente este proceso esta
bien definido, ain no queda claro cuantos de estos cambios, a lo largo del tiempo, se deben al
envejecimiento y como contribuyen a la esperanza de vida. De igual forma aun se desconoce si el
envejecimiento esta programado genéticamente, si es ocasionado por deterioro a nivel génico o si
es una mezcla de ambas condiciones. Dentro de todos estos cambios podemos mencionar:
comportamientos, reproduccion, morfologia y metabolismo (0 cambios bioquimicos). Todas estas
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caracteristicas son facilmente cuantificables en C. elegans y es un modelo ideal para estudiar
envejecimiento, debido a su corto ciclo de vida (Collins et al.,2007).

Comenzando por la escala mas grande, estd su morfologia ya que su volumen y longitud
aumentan un 280% y 70% respectivamente entre los dias 3 y 14. En este mismo periodo la faringe
cambia su forma redonda por un aspecto irregular y comienza a acumular bacteria (del cultivo).
Esto ocurre tanto en la faringe como en el intestino, simultdneamente los musculos desarrollan
sarcopenia y su desgaste esta positivamente correlacionado con los cambios de movilidad. La
movilidad es uno de los multiples comportamientos neuromusculares que tiene este gusano y se
ha visto una correlacion positiva con la esperanza de vida, pero no todos los comportamientos
tienen esta relacién aunque si muestran cambios asociados con la edad. Los comportamientos
gue muestran esta asociacion son: progenie, bombeo y defecacién, de los cuales el bombeo
también esta relacionado con la esperanza de vida (Chow et al., 2006).

En la siguiente escala esta el deterioro en tejidos y células, comenzando con el sistema nervioso,
no hay efectos relevantes que se hayan asociado a la esperanza de vida; sin embargo,
recientemente se han visto cambios a nivel celular en las neuronas como: ampollamiento,
ramificacion y formacion de perlas en las dendritas (Pan et al., 2011; Tank et al., 2011). Todos
estos cambios tienen efecto en las capacidades sensoriales y de'memoria de este gusano, de la
misma forma ocurre la sarcopenia en los sarcomeros del muasculo, con la diferencia de que este
dafo afecta tanto el comportamiento como la esperanza de vida. Otra caracteristica de este efecto
es que no todas las células, ni las mismas células en diferentes gusanos, se deterioran a un
tiempo definido, mostrando cierto nivel de estocasticidad en el proceso de envejecimiento, mismo
gue se ve reflejado en un aumento de variabilidad sobre cualquier medicién en gusanos con edad
avanzada (Herndon et al., 2002). El envejecimiento no sélo es distinguible en los tejidos y en el
aspecto de las células, intracelularmente se puede apreciar que el ndcleo presenta cambios de
tamafio y la mitocondria se torna larga, hinchada y fragmentada. A un nivel ain mas pequefio el
ADN de mitocondria y nucleo sufren dafio con el tiempo. Por otro lado el reticulo endoplasmico
aumenta el namero de proteinas ‘mal plegadas que sintetiza, esto, sumado a la creciente
deficiencia de homeostasis proteica, genera agregacion de proteinas (Son et al., 2019).

En cuanto a metabolismo, se ha visto una pérdida en el procesamiento de lipidos, conforme estos
gusanos envejecen acumulan lipidos en todo el cuerpo (contrario al caso de otros animales, este
organismo no tiene adipocitos), con un consecuente efecto lipotoxico. Este efecto ocurre debido a
una falta o descenso en el proceso de autofagocitocis, situacion que se ve atenuada en
condiciones de restriccion alimenticia y provoca un aumento en la esperanza de vida, lo anterior
hace del metabolismo de lipidos el principal objetivo en el estudio de envejecimiento asociado a
metabolismo en C. elegans (Dall y Feergeman, 2019). De entre los lipidos que se acumulan esta el
compuesto lipofuscina el cual no tiene efectos téxicos, ni afecta la esperanza de vida, pero sirve
como un marcador de envejecimiento ya que emite autofluorescencia y aumenta su concentracion
con el tiempo (Son et al., 2019).

Dentro del proceso de autofagia dos de las vias de sefializacibn mas importantes, para su
regulacion son las vias mMTOR y la via de factor de crecimiento tipo insulina o IS (por sus siglas en
inglés), cuyas sefales inducen la activacibn de factores de transcripcién involucrados en la
autofagia. Estas dos vias no sélo se han visto involucradas en la regulacién de la esperanza de
vida en condiciones de restriccion alimenticia, sino también en otras condiciones de estrés, en
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especial la via IIS, la cual es considerada la mayor via de regulacién en longevidad (Dall y
Feergeman, 2019).

Si bien la via IIS esta involucrada en practicamente todos los mecanismos y condiciones que
regulan la longevidad, aun existe una gran variedad de mecanismos que pueden regular, ser
regulados o actuar en conjunto con esta via, los cuales dependen del momento y condiciones
ambientales. Tan s6lo en condiciones normales, la cepa silvestre ha mostrado una expresion
diferencial de 164 genes a lo largo de seis edades distintas y, a pesar de que cada gusano
envejece de forma diferente después de su desarrollo, mantienen la misma expresion génica en
cada gusano independientemente a la variabilidad, de esta forma todos los gusanos pasan por-el
mismo proceso (Golden et al., 2007). Esto resulta beneficioso para el estudio del envejecimiento
en C. elegans ademas de que esos 164 genes representan menos del 1% de todo su genoma. El
gran inconveniente es que aun queda por descifrar cual es la funcién de cada uno de esos genes y
sus interacciones entre si, asi como las diferencias que hay en multiples condiciones ambientales
y de estrés (Lund et al., 2002).

Dos de los genes mas estudiados hasta el momento son daf-2 y daf-16, que estan directamente
relacionados con la via IIS. daf-2 es el gen correspondiente al receptor de IGF-1 y daf-16 codifica
para un factor de transcripcion tipo FoxO activado por la transduccion de sefial de daf-2. Las
mutantes con pérdida de funcién de ambos genes han mostrado un aumento en la longevidad, en
particular la mutante de daf-2 aumenta a méas del doble la esperanza de vida (Uno y Nishida,
2016). En cuanto a otras vias, se ha visto que la inhibicion de los genes necesarios para la
sefializaciéon de mTOR: pha-4, rsks-1 y hlh-30 desregulan la autofagia y reduce la esperanza de
vida. También se ha visto que al estar activos estos genes ocurre una regulacion de la via IIS por
medio de su inhibicion. Otros genes involucrados en.la regulacion de longevidad son sir-2.1, hif-1y
sod-2, los cuales participan en la sintesis de sirtuinas, la respuesta a hipoxia y la sintesis de
superdxido dismutasa, respectivamente. De estos genes, los primeros dos tienen una relacién con
la via IIS y el tercero participa en la reduccion de especies reactivas de oxigeno o ROS (por sus
siglas en inglés), en la mitocondria y también podria estar relacionado con la via IIS. Aunque estos
son solo algunos ejemplos, ya hay una gran cantidad de genes descritos y relacionados a muchos
procesos, ademas de varios mecanismos epigenéticos y otros mecanismos asociados a ARN no
codificante (Uno y Nishida, 2016).

Finalmente, algunos de los descubrimientos mas actuales incluyen al gen clk-1 que codifica para
un precursor de la-ubiquinona, su delecién genética ocasiona una extension en la esperanza de
vida y altera 'los .comportamientos de bombeo y defecacién; en este Ultimo ocasiona una
insensibilidad a la temperatura (Liu et al., 2017). Después esta el gen slo-1 que codifica para un
canal de potasio regulado por calcio en neuronas motoras. Su delecién, tanto en mutantes como
por via farmacoldgica, conlleva una ralentizaciéon en el envejecimiento motor y un aumento en la
longevidad (Li et al., 2019). Otro gen, cuya funcidon se desconoce pero produce un fenotipo muy
complejo, es el gen phm-2. Su mutante de pérdida de funcidn tiene una deficiencia en la faringe,
que impide moler completamente la bacteria y esto induce a una colonizacion en el intestino; a su
vez, esto produce una respuesta inmune, que tiene como efecto un alejamiento de la bacteria
produciendo restriccion alimenticia. Todas estas consecuencias promueven el aumento de la
longevidad y una doble mutante de daf-2 con phm-2 extiende la esperanza de vida hasta cien dias.
Aln se desconoce en qué medida intervienen la restriccion alimenticia y la respuesta inmune, pero
se sabe que ambas son necesarias para este efecto (Kumar et al., 2019). Por dltimo, un elemento
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que apenas se ha caracterizado en C. elegans es el de vesiculas extracelulares. Se ha visto que
éstas contienen genes y ARN no codificante, asociados al envejecimiento; su funcion y aporte en
este proceso aun se desconocen (Russell et al., 2020).

Todas estas caracteristicas del envejecimiento nos muestran que es un proceso complejo;
mientras mas se describen sus componentes es mas dificil entenderlo por los métodos
estadisticos tradicionales.

2.2.3 Temperatura y envejecimiento

Dos de las condiciones mas simples y manipulables que afectan el envejecimiento son el alimento
y la temperatura, las propiedades de esta Ultima condicidon se pueden definir con-la ley de la
temperatura, la cual dice que a menor temperatura se extiende la longevidad mientras que a mayor
temperatura se reduce, sin llegar a temperaturas extremas (que resultan nocivas). Esta ley se
aplica particularmente a poiquilotermos, organismos que dependen de la temperatura ambiental
para regular su temperatura corporal 0 que su temperatura siempre es igual a la temperatura
ambiental (Loeb & Northrop, 1916); aunque en el caso opuesto; el de los homeotermos, que
regulan su temperatura corporal y difiere de la temperatura ambiental, se ha visto un aumento de
la longevidad, tanto disminuyendo la temperatura corporal como ambiental en roedores (Conti,
2008).

En el caso de C. elegans, al ser un poiquilotermo, esta ley aplica y se han visto resultados
positivos que lo prueban, pero también se ha visto que, al exponer gusanos desde el estado larval
a 15 °C y 25 °C, se reduce la esperanza de vida a baja temperatura y se aumenta en la alta con
respecto a la temperatura control de 20 °C; esta situacion muestra que la ley de la temperatura no
es tan simple en la realidad y una condicién tan insignificante, como el estado de desarrollo del
organismo, puede invertir la ley (Zhang et al., 2015).

Como ya se mencion6 antes, C. elegans tiene la capacidad de percibir la temperatura por medio
de sus neuronas sensoriales, lo cual genera la interrogante de si la longevidad, modificada por la
temperatura, esta regulada por estas capacidades sensoriales 0 es una consecuencia de las
propiedades quimicas y fisicas de los componentes moleculares. Un ejemplo que ilustra bien este
problema es el de la interneurona AlY, ya que la ablacion de esta, o la delecion de dos genes
necesarios para su funcionamiento: ttx-3 y ceh-10, ocasiona una disminucién en la esperanza de
vida, independiente a la temperatura y asociado a daf-2 (Shen et al., 2010). Al ser AlY una
interneurona que recibe y transmite sefiales sensoriales, tanto de temperatura como de odorantes
y otros compuestos, no se puede saber si es la sefial de temperatura el principal regulador de la
longevidad por esta via, pero queda claro que los estimulos sensoriales son necesarios para esta
regulacion.

Aligual que con el paso del tiempo, también se ha visto una expresién diferencial de genes entre
gusanos expuestos a 15 °C, 20 °C y 25 °C. Tomando los gusanos a 20 °C como control, a 25 °C
183 genes aumentan su expresion significativamente y 630 la disminuyen (con respecto a 20 °C),
mientras que a 15 °C 29 genes aumentan su expresion y 387 la disminuyen. Cuando la
temperatura es alta, se expresan mas genes relacionados con la respuesta inmune. Mientras que
a temperaturas bajas, genes relacionados con el metabolismo. Esta expresion diferencial se ve en
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gusanos alimentados con bacteria E. coli, por lo cual esta expresion esta determinada por la
relacién entre la temperatura, la bacteria y los gusanos, ya que al usar B. subtilis como alimento la
expresion de genes es diferente entre temperaturas, tanto en cantidad de genes como en el tipo de
genes (Gémez-Orte et al.,, 2018). No sdélo se han identificado genes, también se ha visto una
diferencia en la cantidad de fosfoproteinas: en el envejecimiento a 20 °C hay 208 fosfoproteinas
que cambian significativamente su concentracion; en el envejecimiento a 25 °C hay 130. Dentro de
estas fosfoproteinas se ha identificado GTBP-1, una proteina Ras que, ahora se sospecha,
participa en la regulacién de la longevidad a altas temperaturas (Huang et al., 2018).

Hoy en dia se han descrito varios mecanismos por los que C. elegans regula su longevidad
mediante la temperatura, por ejemplo: a altas temperaturas la neurona sensorial AFD-induce una
sefalizacién endocrina para esterol, al inducir la activacion del gen daf-9, que codifica el citocromo
P450, necesario para la produccién de un esterol que regula la activacion del receptor nuclear daf-
12. Todo este proceso genera una respuesta que amortigua los efectos de las altas temperaturas
en la reduccion de la esperanza de vida, al igual que otra via endocrina provocada por AFD, ya
gue esta neurona también induce la liberacibn de serotonina en neuronas serotonérgicas,
substancia que activa los receptores SER-1 en el intestino, mismos que inducen a la actividad del
factor de transcripcion HSF-1 necesario en la regulacién de longevidad a altas temperaturas (Kim
et al., 2020). Estos dos mecanismos pueden verse ilustrados en la Figura 6. 2020). Estos dos
mecanismos pueden verse ilustrados en la Figura 6.

Altas temperaturas
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Figura 6. Mecanismos de regulacion a altas temperaturas. Se muestra la regulacién de la
esperanza de vida a altas temperaturas por medio de la neurona AFD, tanto por la liberacién de
serotonina como por la inhibicion de daf-12. Figura tomada y modificada de Kim et al., (2020).
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Las vias a altas temperaturas no son las Unicas descritas, también existen mecanismos activados
a bajas temperaturas como la cochaperona p23 (daf-41), que regula al receptor nuclear de
esteroles daf-12. También esta el receptor TRPA-1, que puede disminuir o aumentar (dependiendo
de la etapa de desarrollo) la esperanza de vida a bajas temperaturas de una forma dependiente de
daf-16. Otra forma de extender la esperanza de vida a bajas temperaturas es manteniendo una
buena proporcién entre &cidos grasos saturados e insaturados, esto se logra por medio de una
buena lipostasis e induccion de autofagia; a bajas temperaturas esto se logra gracias a la
activacion de genes como fat-7 por medio del receptor de adiponectina PAQR-2 o mediante el
corregulador de la transcripcion MDT-15. Por ultimo, la percepcion de bajas temperaturas por las
neuronas AFD e IL1 induce a la liberacién de prostaglandina E2 en la linea germinal, lo cual induce
a la transcripcion de cistationina beta sintasa (cbs-1), que extiende la longevidad gracias a una
consecuente liberacion de &cido sulfhidrico en el intestino (Kim et al., 2020). Todos estos
mecanismos pueden verse ilustrados en la Figura 7.

Bajas temperaturas
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Esperanza de vida alta

Figura 7. Mecanismos de regulacién a bajas temperaturas. Se muestran los mecanismos que
aumentan la esperanza de vida a bajas temperaturas, que en orden de izquierda a derecha son
por: cochaperona p23, el receptor TRPA-1, lipostasis y por prostaglandina E2. Figura tomada y
modificada de Kim et al., (2020).
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Debido a que aun se desconoce mucho sobre el proceso de envejecimiento, es una buena
alternativa enfocar su estudio a una condicion ambiental, ya que por si solo el envejecimiento en
condiciones controladas es un fendmeno bastante complejo; poder entender las diversas
estrategias involucradas en estas condiciones, es un elemento importante para el entendimiento
completo de este proceso.

2.2.4 Comportamientos neuromusculares

El principal comportamiento neuromuscular asociado a envejecimiento es el movimiento, ya que es
el mas visible y esta directamente relacionado con la esperanza de vida; no obstante ser la
principal alternativa para estudiar longevidad, no es el Unico comportamiento de interés en ese
tema, otras alternativas que han mostrado cambios a lo largo del tiempo son: bombeo, defecacion
y progenie.

Bombeo

La alimentacién de C. elegans se lleva a cabo en la faringe, un 6rgano_que consta de tres partes
anatémicas principales: cuerpo, istmo y bulbo terminal (Figura 8). El acto de la alimentacién ocurre
en dos movimientos: bombeo y la peristalsis del istmo. Primero-ocurre el bombeo que es una
contraccion de los musculos del cuerpo y el istmo anterior, durante esta contraccién la faringe
absorbe liquido del medio (Figura 9B), luego ocurre una relajacion de estos musculos que
expulsan todo el liquido y s6lo dejan la bacteria dentro  (Figura 9C). Con los musculos relajados
ocurre el segundo movimiento, la peristalsis del istmo, gue es una contraccion peristéltica del istmo
posterior y que lleva la bacteria, atrapada en el bombeo, hacia el bulbo terminal donde es molida
(Figura 9A.). Estos dos movimientos estdn muy coordinados, sin embargo no son constantes, ya
gue por cada cuatro bombeos ocurre una peristalsis del istmo aproximadamente. Gracias a esto y
a su notoriedad el bombeo es facil de observar y contar (Avery y You, 2012).

maoledor
Lumen
<
i
proCo metaCo
Bulbo
Corpus Isthmus terminal

Figura 8. Anatomia de la faringe de C. elegans. Se muestran las partes que componen la faringe
de C. elegans: Corpus, istmo (Isthmus) y bulbo terminal (Terminal bulb). Figura tomada de Avery y
You, (2012).

La regulacion de este comportamiento estd mediado por la neurona MC, la cual sélo responde
ante tres estimulos: la presencia de alimento, serotonina (en los receptores SER-1) y la sefiales de
la neurona |1, la Unica neurona que conecta a MC con el resto del sistema nervioso (Raizen et al.,
1995). Todos estos estimulos pueden aumentar o reducir la velocidad de bombeo. También, en el
caso de gue el alimento sea abundante y de buena calidad, el gusano llega con frecuencia a una
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situacion de saciedad, que puede detener el bombeo introduciendo al gusano en un estado
guiescente donde no se mueve ni alimenta.

La relevancia del bombeo en el envejecimiento esta en que hay una correlacion directa con la
esperanza de vida y movimiento, ademas de que es una buena alternativa para ver factores
asociados al envejecimiento, como sarcopenia y su relacion con el dafio provocado por
contracciones o bacterias (de alimento) a lo largo del tiempo, ya que se ha visto una relacion
directa entre los cambios de la tasa de bombeo y estos dafios (Chow et al., 2006).

Figura 9. Proceso de alimentacion en C. elegans. Aqui se representan los dos pasos de la
alimentacién, bombeo y la peristalsis del istmo. (A) Muestra la peristalsis del istmo al hacer pasar
el alimento del corpus al istmo. (B) Muestra el primer paso del bombeo que es la contraccion,
absorbiendo el liquido del medio. (C) Es la relajacién de la contraccion de bombeo liberando todo
el liquido y dejando la bacteria. Figura tomada y modificada de Avery y You, (2012).

Defecacion

Uno de los 6rganos mas grandes en C. elegans es el intestino, que ocupa un tercio de toda la
masa somatica. Es uno de los érganos mas importantes en el estudio del envejecimiento, debido a
gue la gran mayoria de procesos que originan deterioro, al igual que los procesos que regulan este
deterioro, ocurren en el intestino, como son: acumulacion de lipidos con efecto lipotéxico, estrés
oxidativo, restriccion alimenticia y colonizacién de bacterias (McGhee, 2007).

El comportamiento que se puede observar en el intestino es la defecacion, consiste en una serie
de movimientos que ocurren con una frecuencia de 45 a 50 segundos. Comienza con una
contraccion peristaltica del cuerpo posterior hacia la region anterior, a esta contraccion se le
conoce como pBoc. Después los musculos se relajan de esta contraccion y finalmente ocurre la
contraccién conocida como Exp, en donde ocurre la expulsion de los desechos. Entre pBoc y Exp
ocurre otra contraccion en la cabeza, conocida como aBoc, pero es casi imperceptible (Hart,
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2006). Sobre la regulacién de la defecacion se sabe que ocurre una fluctuacion de iones de calcio
de forma ciclica, pero el proceso o genes especificos involucrados en este comportamiento aln se
desconocen (McGhee, 2007).

Los cambios en la defecacion estan positivamente correlacionados al envejecimiento, pero no
hacia la esperanza de vida y movimiento. Sus cambios a lo largo del tiempo son no lineales y
escalonados, por lo que se desconoce si tiene relacién con otros comportamientos (Collins et al.,
2007). Esta situacion lo hace interesante para buscar una correlacion por medio de regresiéon
simbdlica.

Progenie

Entre las discusiones que giran en torno a las delimitaciones sobre el inicio del envejecimiento, se
cree que este comienza al terminar la etapa reproductiva de un organismo; en contraparte, se dice
gue muchos cambios comienzan a ocurrir antes, las mismas capacidades reproductivas sufren un
deterioro progresivo, tanto en su rendimiento como en las propiedades fisicas del tejido. Dejando
de lado si se puede considerar envejecimiento o no a los cambios durante la etapa reproductiva,
es innegable que estos son cambios asociados a la edad y que finalmente influyen en el
envejecimiento, como en cualquier otro tejido (Pickett et al., 2013).

El aparato reproductor de C. elegans sufre varios cambios. como: disminucién en la tasa de
reproduccion, cambios de estructura, disminucién en_el tamafio de ovocitos y un aumento de
ovocitos sin fertilizar (Garigan et al., 2002). Una situacién muy importante, para la medicion de
progenie como indicador de envejecimiento, es que C. elegans al ser hermafrodita produce una
cantidad limitada de espermatozoides (300 aproximadamente) para fecundar sus ovocitos, razén
por la cual solo produce progenie durante tres.dias y medio, impidiendo evaluar los cambios de la
reproduccion con el tiempo. Pero existe una solucién a este problema y es aparear a los gusanos
hermafroditas con gusanos machos, esto aumenta la cantidad de esperma y permite a los gusanos
producir progenie por mas tiempo; en estas circunstancias se ha visto una disminucién en la
progenie en comparacion con los primeros dias, indicando un deterioro asociado al tiempo (Pickett
et al., 2013).

2.3 Modelaje en C. elegans

Gracias a la gran cantidad de informacion que se conoce acerca de los componentes de C.
elegans, como.genes, proteinas, células, tejidos (por ejemplo todas las conexiones neuronales) y
procesos, tanto moleculares como celulares (Towlson et al., 2018), este organismo se ha vuelto un
modelo ideal para el estudio en biologia de sistemas, ya que la cantidad de informacién es lo
suficientemente grande para hacer un andlisis relevante. Tal es es caso del andlisis multibmico
realizado en 2019, en donde se mezclaron analisis protedmicos, transcriptomicos y metabolémicos
para definir los cambios metabdlicos de C. elegans durante el envejecimiento. Utilizando estos
datos, con el andlisis de balance de flujos (una técnica para el analisis estequiométrico), se
lograron obtener descripciones muy precisas del metabolismo al envejecer y se pudo caracterizar
una deficiencia, en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, al escasear el oxalacetato con el tiempo
(Hastings et al., 2019).

Ademas de intentar entender todo el sistema biol6gico por medio de un lenguaje matemaético,
también se han intentado describir algunas propiedades especificas por este método. Un caso
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particular es el de los movimientos biomecanicos. En esta &rea se ha estudiado el movimiento
sigmoidal de C. elegans teniendo como parametros y variables sus medidas, viscosidad,
coeficientes de arrastre y amplitud de las ondas en musculos. Este estudio ha llevado a la creacion
de un modelo matematico muy preciso que describe el movimiento de C. elegans (Cohen y
Ranner, 2017). Aunque es un modelo muy especifico, resulta un tanto irrelevante para describir un
sistema bioldgico ya que el modelo estd mas enfocado al movimiento que al organismo; no
obstante, todavia resulta interesante para el area de la biotecnologia.

Estos modelos no solo son Utiles para explicar la informacion para la cual fueron creados sino que
también pueden ayudar a explicar descubrimientos mas recientes, como el estudio de las
neuronas responsables de la oviposicién: VC y HSN. Al definir sus interacciones y funcionamiento
se descubri6é que estas neuronas forman un microcircuito conocido, que combina las propiedades
negativas de un feedback-loop con las de un feed forward -loop; este tipo de circuitos estan
clasificados como motivos que, como se ha visto antes, son muy comunes en redes biolégicas
(zhang et al., 2008). Gracias al estudio de redes biolégicas, ademas de describir las propiedades
de estas neuronas pudieron ser analizadas como parte de un sistema.

2.3.1 Modelaje en comportamientos

Uno de los principales problemas de los sistemas bioldgicos. es entender como todos los
mecanismos celulares y moleculares dan lugar a las  caracteristicas macroscopicas Yy
comportamientos que podemos ver. Uno de los pocos intentos que se han hecho con C. elegans
es el de McMullen y colaboradores (McMullen et al., 2012) quienes contabilizaron la progenie de
esta especie a lo largo del tiempo y a diferentes temperaturas. A partir de estos datos propusieron
un modelo matematico que representa el proceso de reproduccion por medio de compartimentos
(Figura 10.). Al dividir los pasos de la reproduccién en compartimentos lograron que el modelo
fuera lo suficiente simple para ajustarse a los datos, consiguiendo un modelo con capacidades
predictivas, que ademas tiene una asociacién cuantitativa entre los procesos celulares que regulan
la reproduccion con el fenotipo visible. Sin embargo, el modelo no pudo predecir que la mutante de
tra-3 a 25 °C deposita menos huevos, esto debido a que hay una acumulacién de progenie dentro
del gusano, que a altas temperaturas no puede salir facilmente. Esta situacidn, mas que un defecto
del modelo, resulta una ventaja, ya que de otro modo habria sido complicado identificar esa
condicién y ahora se puede modificar el modelo para hacerlo mas preciso.

El principal problema con el estudio de comportamientos es que pueden llegar a ser muy variables
entre individuos.a lo largo del tiempo, una de las soluciones es utilizar un “Worm tracker” (o
rastreador de.gusanos), que puede medir los comportamientos de un gusano (por mucho tiempo)
al grabarlos en baja resolucion; o medir los comportamientos de muchos gusanos (en poco tiempo)
al grabarlos en alta resolucion. Sin embargo, recientemente se cred el algoritmo WALDO, que
permite analizar mas gusanos por mas tiempo, gracias a que puede identificar fragmentaciones en
el video y distinguir gusanos cuando se cruzan (Winter et al., 2016). Como no siempre se cuenta
con esta tecnologia, otra opcion es aumentar el tamafio de muestra con observaciones manuales.

El modelaje matematico de comportamientos es un objetivo nuevo y poco explorado para el
estudio de sistemas biolégicos y ha demostrado ser til y viable. Este método resulta de gran
utilidad para el estudio de envejecimiento, ya que tiene caracteristicas muy definidas y una gran
cantidad de procesos involucrados.
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Figura 10. Modelo matemético de la reproduccion en C. elega squema del modelo de
McMullen y colaboradores. Se muestra la division esquemaéti (Que propusieron del sistema
reproductivo de C. elegans en compartimentos asignado a | acion de ovocitos, fecundacion
de ovocitos y muerte de esperma. Figura tomada y modiﬁc%%e McMullen et al., (2012)
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3. Metodologia

3.1 Ensayos con Caenorhabditis elegans

Todos los ensayos y cultivos se realizaron en sus formas mas comunes y utilizadas, mas
concretamente como se describen y recomiendan por Hart, (2006) y Stiernagle, (2006). Todo el
procedimiento que se llevo a cabo en los bioensayos se puede ver en la figura 12.

Cepay circulacion

La cepa utilizada en los experimentos fue la cepa silvestre N2, obtenida del GCG (Caenorhabditis
Genetics Center). Para su circulacion y ensayos, primero se descongelo un tubo de la cepa vy el
contenido de este se virtio en 3 placas petri de 60 x 15 mm con 10 ml (aproximadamente) de
medio NGM en cada una; una vez que los gusanos recuperaron su movimiento y desarrollo se
transfirieron algunos (de tres a diez), a una nueva placa previamente inoculada e incubada con
180 ul de bacteria. A partir de la poblacién obtenida se inicio la circulacion de la cepa..

Para la circulacion de los gusanos, mediante un asa de platino, se transfirieron de tres a diez
gusanos adultos de una placa vieja a una placa nueva, este procedimiento se realizé cada vez que
el alimento de la placa vieja se terminaba. Ademas los gusanos siempre se mantenian a 20 °C sin
luz. Para la alimentacion se colocaron 180 pl de bacteria en cada placa y se incubaron a
temperatura ambiente durante 48 horas antes de utilizarse

Cultivo de E. coli

Para la alimentacion de los gusanos se utilizé'la bacteria E. coli, la bacteria se obtuvo a partir de
un cultivo liquido. Este cultivo fue preparado con 50 ml de medio 2XTy e inoculado con 100 ul de
bacteria, de un cultivo anterior (procedente del laboratorio de Genética Molecular y Ecologia
Evolutiva). Posteriormente el cultivo recién inoculado se dej6é en incubacién por 24 horas y luego
se mantuvo en refrigeracion para su uso.

Manejo de desechos

Para desechar las cajas Petri con medio y gusanos, fueron inactivadas con éxido de calcio,
mientras que los cultivos liquidos de E. coli fueron inactivados con hipoclorito de sodio al 6%. Las
cajas petri y los cultivos liquidos inactivados fueron desechados de acuerdo con el manejo RPBI
de la norma NOM-087-ECOL-SSAL.

3.1.2 Ensayos de comportamiento

Se realizaron varios ensayos de comportamiento para los cuales los gusanos fueron
sincronizados, este proceso se llevo a cabo mediante una seleccion de larvas L4 (30 por ensayo)
(Figura 11), las cuales fueron aisladas en una caja con alimento durante 24 horas a 20 °C sin luz.
Luego los gusanos adultos de un dia fueron separados, en grupos de dos gusanos por caja, y
acomodados en su temperatura respectiva de ensayo (20 °C ¢ 15 °C ). Durante los ensayos los
gusanos fueron medidos cada 24 horas por 10 dias (su esperanza de vida en el laboratorio es de
entre 25 y 30 dias, dependiendo de la temperatura) y fueron cambiados de caja cada 48 horas
para evitar la sobrepoblacion y el desarrollo de adultos nuevos.
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Adulto

Figura 11. Ciclo de vida de C. elegans. Esta figura muestra el ciclo de vida de C. elegans, desde la
oviposicién de los huevos hasta el desarrollo del-adulto. Figura tomada y modificada de Corsi et al
(2015).

Bombeo

Durante el ensayo de bombeo, se midié este comportamiento en 20 gusanos con la ayuda de un
estereoscopio y un contador celular, el’bombeo de cada gusano fue medido durante 30 segundos
tres veces, este procedimiento se realizé cada 24 horas con los mismos gusanos, con excepcion
de los gusanos que murieron antes de tiempo, en estos casos el gusano fue reemplazado con uno
de los 10 gusanos adicionales que se tenian sincronizados. La medicién consisti6 en contar la
cantidad de contracciones que ocurrieron en la faringe durante los 30 segundos del ensayo.

Defecacion

La defecacién fue medida en 20 gusanos con la ayuda de un estereoscopio y un cronémetro. Este
ensayo tuvo una duracion de 10 minutos y es de una sola medicion; durante estos diez minutos se
observo el gusano y se tomd el tiempo cada vez que se vio una expulsion o a los 4 segundos de
observar una contraccién pBoc, ya que la expulsiébn no siempre es visible. Este ensayo se realizo
cada 24 horas y los gusanos muertos antes de tiempo fueron reemplazados con otros gusanos
sincronizados.

Coleteo

Para el ensayo de coleteo, diez gusanos fueron colocados en una misma caja para su
almacenamiento, durante el ensayo se colocaron individualmente en una celda de cajas TC de 6 x
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4 con 500 pl de buffer M9. Durante el ensayo se midio, tres veces, la cantidad de coleteos que
cada gusano hacia durante un minuto, posteriormente eran transferidos a su caja de
almacenamiento hasta el dia siguiente, cuando se repetia el ensayo.

Progenie

Se realizaron cuatro réplicas del ensayo de progenie, que consistieron en colocar 10 gusanos en
una caja nueva por dos horas, para luego ponerlos en una caja de almacenamiento;
posteriormente se contd la cantidad de huevos presentes en la caja de ensayo y se repitio el
procedimiento hasta que dejaran de poner huevos.

3.2 Estadistica
Eliminacion de outliers

El primer paso al analizar los resultados fue la eliminacion de datos que son anormalmente
grandes o pequefos, debido a que son casos excepcionales y no representan las caracteristicas
normales de una poblacion (Swierczek et al., 2011). Para este procedimiento se utilizé el método
por boxplot el cual consiste en identificar datos que sean 1.5 veces mas grandes que el tercer
cuartil o 1.5 veces mas pequefios que el primer cuartil. Este procedimiento se realizé en R (R Core
Team, 2020) por medio de la funcion (boxplot.stats) del paguete grDevices y los datos identificados
como outliers fueron eliminados manualmente en una copia. Este procedimiento se aplic6 a los
datos de cada dia de cada ensayo.

Medidas de centralidad y dispersién

Al igual que con la eliminacion de outliers, en las medidas de centralidad y dispersién también se
utilizé R. En el caso de las medidas de centralidad se utilizé la funcién (mean) para media y
(median) para mediana, de los paquetes base y stats respectivamente.

Mientras que para las medidas _de dispersion se utilizé la funcién (sd), del paquete stats, para
calcular la desviacion estandar. También se calcul6 el coeficiente de variacion al dividir la
desviacion estandar sobre la media y también se determind por cuartiles con la funcién
(cqv_versatile) del paquete cvcqv (Beigy, 2019). Este procedimiento se aplic6 a los datos diarios
de cada ensayo.

Se estimaron los. intervalos de confianza para los datos diarios de cada ensayo (Ritu Dhawan,
David B. Dusenbery, Ph, 1999), pero debido a que las distribuciones de ninguno de los ensayos es
normal, se realizé un remuestreo previo por bootstrap. Este procedimiento se realiz6 en R con la
funcion. (boot) del paquete boot (Canty & Ripley, 2019) y se realizaron 10,000 remuestreos, esto
gener6 un objeto boot del cual se determinaron los intervalos de confianza con la funcién (boot.ci)
del mismo paquete.

Tamafio minimo de muestra

Para determinar si el tamafio de la muestra es lo suficientemente grande, para hacer una

inferencia estadistica, se realizé una prueba de tamafio minimo de muestra que determina el

tamafo necesario para que la media de la muestra sea representativa de esta (Israel, 1992). En R

se utilizé la funcién (sample.size.mean) del paquete samplingbook (Manitz et al., 2017) esta
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funcion utiliza la desviacion estandar de la muestra, y la mitad del intervalo de confianza deseado,
para realizar el calculo. Para determinar el tamafio del intervalo se utilizd el redondeado mas
grande de los tres primeros dias de ensayo, debido a que durante estos dias los gusanos adn se
mantienen saludables. En el caso del bombeo se utilizé un intervalo de 4 y en el de defecacién uno
de 5.

Tipo de distribucién

Otra caracteristica que se determind de los datos es el tipo de distribucién, para determinarlo se
realizaron las pruebas de Lilliefors y de Saphiro-Wilk (Yemini et al., 2013), esto se se hizo en R por
medio de las funciones (lillie.test) y (shapiro.test) del paquete nortest (Gross & Ligges, 2015). Si el
valor P es mayor a .05 se considera que la distribucion de ese dia es normal, por el contrario, si es
menor se considera no normal.

Debido a que los dias de cada ensayo se pueden ajustar a diversos tipos.de distribuciéon y esto
implicaria el uso de diversas pruebas paramétricas, posteriores, se optd por evaluar Gnicamente la
distribucién normal y con base a este resultado se decidio utilizar las pruebas no paramétricas en
otras estadisticas.

Prueba de Wilcoxon

Debido a que las distribuciones de las muestras no son todas normales, es necesario hacer una
prueba no paramétrica para determinar si existen diferencias significativas entre los dias de
ensayo (Flavell et al., 2013); se utilizd la prueba.de wilcoxon en R por medio de la funcién
(wilcox.test) del paquete stats y se aplico entre los diferentes dias de cada ensayo.

Homocedasticidad

Por ultimo, se determindé si los diferentes dias de cada ensayo cumplen con la homogeneidad de
varianzas (Sterken et al., 2020), al realizar la prueba no paramétrica de Fligner-killeen en R, se
utilizé la funcion (fligner.test) del paquete stats.

3.3 Elaboracion de los modelos
Regresién simbdlica

Para la elaboracion de los modelos se utilizé6 un método de regresion simbdlica, el cual consiste en
la busqueda de diversas soluciones (lineales y no lineales) con buen ajuste, por medio de un
algoritmo genético. Se utilizo el programa Eurega (Eurega, .1.24.0. 2015), se introdujeron los datos
sin outliers; en el programa se aplic6 una normalizacién de escala y, ademas de la busqueda
predeterminada, se afadio la busqueda de soluciones con exponenciales. El tiempo de basqueda
promedio fue de ocho minutos.

Estimacion del modelo

Durante la estimacién de los modelos se utilizé la funcién (function) del paquete base en R. Para
estimar los parametros manualmente, en una funcidon especifica hecha para cada modelo
seleccionado, la estimacién manual se hizo tanteando los valores que mejor se ajustaran a los
datos de forma visual.
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Ajuste de los modelos

Para el ajuste de los modelos se tomaron las ecuaciones y parametros evaluados en la estimacion,
se analizaron por medio de la funcién (nls) del paquete stats en R, esta funcion estima los
parametros que mejor se ajustan a los datos con base a un valor de significancia (pr).

Todas las gréficas de los modelos fueron generadas por medio del paquete ggplot2 (Wickham,
2016)
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4. Resultados

4.1 Ensayos
Bombeo a 20 °C

La frecuencia de bombeo mostré una disminucién constante, interrumpida en el dia cuatro
presentando un aparente aumento en los tres dias siguientes (Figura 13A). A partir del dia cuatro
los intervalos de confianza, calculados para la media, se incrementan (Tabla 1). Las pruebas.de
Wilcoxon indican que los datos de todos los dias son diferentes entre si, con excepcion de los dias
uno, cuatro y cinco y los dias ocho y nueve (Tabla S6). En cuanto a los dias uno, cuatro-y cinco
esto se puede explicar con el aumento que ocurre en los dias cuatro y cinco, mientras que los dias
ocho y nueve son practicamente iguales entre si.

Tabla 1: Estadisticas de bombeo a 20 grados. En la primera columna se muestran los dias que se
estan analizando. Las siguientes dos columnas son las medidas de centralidad de mediana y
media. La siguiente seccion contiene los intervalos de confianza estimados para la media y el
tamafio que hay entre estos intervalos; el tamafio deseado es de cuatro como maximo. La ultima
seccion es para el tamafio de muestra, la primera columna presenta el tamafio de muestra de cada
dia; la segunda el tamafio de muestra estimado para llegar a determinar el tamafio de intervalo
deseado.

Estadisticas de bombeo a 20 grados
Intervalos de confianza Tamafio de muestra
Dia/prueba| Mediana Media
Estimado Tamafio Actual Minimo
1 102 101.83 100.9 a 102.7 1.8 60 14
2 96 95.71 94.78 a 96.66 1.88 59 14
3 89 88.11 86.37 a 89.95 3.58 60 49
4 99.5 98.42 95.76 a 100.91 5.15 54 103
5 104 102.81 100.3a105.4 51 53 87
6 108 107.37 105.3 a 109.5 4.2 54 62
7 87 85.17 82.37 a 88.8 6.43 52 107
8 75 73.66 70.88 a 76.45 5.57 51 102
9 75 74.47 71.75a77.25 55 48 92
10 63.5 60.87 57.04 a 64.94 7.9 48 193

La distribucién de los datos presentaron una distribuciéon normal, excepto en tres dias, de acuerdo
con la prueba de normalidad (Tabla S1). Pero en todos los dias existe una diferencia muy baja
entre media y mediana, esto indica que, a pesar de no haber una distribucién normal en estos
dias, la distribucién no esta excesivamente sesgada (Tabla 1). Pero tener una distribucion normal
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no es un sinénimo de relevancia biol6gica, ain es necesario determinar si el tamafio de muestra
cumple con el minimo; de acuerdo con el intervalo de confianza deseado, solo los tres primeros
dias tienen un tamafo de muestra adecuado o mayor al necesario (Tabla 1).

Finalmente, sélo siete de los diez dias compartieron una homogeneidad de varianzas vy, al faltar los
dias uno y diez, no fue posible realizar modelos solo con los dias que cumplieran esta
caracteristica (Figura 13A y Tabla S6).

Defecacion a 20 °C

Contrario a la frecuencia del bombeo, el tiempo entre defecaciones aument6 a lo largo de los dias,
con excepcion de los dias tres y cuatro, que muestran valores muy similares entre si (Figura 13 B).
Esto puede verse en los intervalos de confianza estimados, ya que estos dias muestran intervalos,
practicamente del mismo tamafio, en los mismos valores (tabla 2) y en la prueba de Wilcoxon no
muestran diferencia significativa (tabla S7).

Tabla 2: Estadisticas de defecacién a 20 grados. En la primera columna se muestran los dias que
se estan analizando. Las siguientes dos columnas son las medidas de centralidad de mediana y
media. La siguiente seccion contiene los intervalos de confianza-estimados para la media y el
tamafio que hay entre estos intervalos, el tamafio deseado es de cinco como maximo. La ultima
seccion es para el tamafio de muestra, la primera columna presenta el tamafio de muestra de cada
dia; la segunda el tamafio de muestra estimado para llegar a determinar el tamafio de intervalo
deseado.

Estadisticas de defecaciona 20 grados
Intervalos de confianza Tamafio de muestra
Dia/prueba| Mediana Media
Estimado Tamafio Actual Minimo
1 46 46.66 46.04 a 47.28 1.24 116 8
2 54 53.85 53.04 a 54.7 1.66 98 12
3 58 58.91 57.40 a 60.50 3.1 90 35
4 61 60.82 58.84 a 62.73 3.89 85 53
5 68 72.3 68.88 a 75.52 6.64 75 130
6 71 80.05 75 a 84.89 9.89 71 284
7 91.5 91.24 84.62 a 97.76 13.14 50 349
8 110 108.14 104 a 112.4 8.4 41 118
9 95 98.57 92.37 a 104.66 12.29 38 241
10 96 106.11 98 a113.8 15.8 35 360

Otra observacion importante es cémo algunos dias no muestran diferencia significativa entre si.
Esto puede verse en la prueba de Wilcoxon, que no muestra diferencia significativa entre los dias
siete y nueve (tabla S7). Esta situacion se puede atribuir al aumento de variacion en los datos, a lo

largo del tiempo, y por el tipo de medicién del ensayo, que tiende a disminuir la cantidad de datos
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conforme el tiempo de defecacion aumenta. Esto también se ve reflejado en las pruebas de
wilcoxon de los ultimos dos dias, que advierten que la muestra es demasiado pequefia para
estimar la media.

En cuanto a la distribucion de los datos, solo la mitad de éstos presentaron una distribucion
normal, pero los datos muestran poca diferencia entre la media y la mediana, con excepcion de los
dias 6 y 10 cuyas medianas son mas pequefias y, por sus distribuciones no normales, indican un
sesgo en su distribucion (Figura 13B y Tabla S2). Por otro lado, para los tamafios de muestra
necesarios, solo los tres primeros dias tienen un tamafio de muestra adecuado o mayor al
requerido para aproximar un intervalo pequefio, pero en el resto de los dias el tamafio de muestra
necesario llega a ser hasta diez veces mayor que el actual. Finalmente, sélo los Gltimos cinco dias
compartieron una homogeneidad de varianzas(tabla S5).
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Figura 13. Datos de los resultados de los bioensayos. Se encuentran los resultados de cada
bioensayo, acomodados por dia en boxplots, en tonos verdes se encuentran los dias con
homocedasticidad entre si y en color rojo los dias sin homocedasticidad. A: Resultados de los
ensayos de bombeo a 20 °C. B: Resultados de los ensayos de defecacion a 20 °C. C: Resultados
de los ensayos de bombeo a 15 °C. D: Resultados de los ensayos de defecacién a 15 °C.
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Bombeo a 15 °C

A los 15 °C se observo una disminucion constante e ininterrumpida del bombeo (Figura 13C), este
ensayo obtuvo la mayor cantidad de dias con distribucién normal, con un total de nueve (tabla S3).
Sobre el tamafio de muestra, solo los dias tres, nueve y diez requieren de una muestra mayor
(tabla 3) siendo, incluso, mucho menor la diferencia que la de otros ensayos.

Este ensayo también cuenta con los mejores intervalos de confianza, ya que todos los dias estan
dentro del tamafio deseado o0 muy cerca; pero a pesar de tener las estadisticas deseadas, algunos
de los dias no mostraron diferencia significativa en la prueba de Wilcoxon, como es el caso de los
dias dos, tres y cuatro (Tabla S9). Sin embargo, la disminucion es visible (Figura 13C), esto se
puede explicar por una disminucion escalonada o descrita por una linea recta con una pendiente
cercana a cero.

Tabla 3: Estadisticas de bombeo a 15 grados. En la primera columna se muestran los dias que se
estan analizando. Las siguientes dos columnas son las medidas de centralidad de mediana y
media. La siguiente seccion contiene los intervalos de confianza estimados para la media y el
tamafio que hay entre estos intervalos, el tamafio deseado es de cuatro-.como maximo. La ultima
seccion es para el tamafio de muestra, la primera columna presenta el tamafio de muestra de cada
dia; la segunda el tamafio de muestra estimado para llegar a determinar el tamafio de intervalo
deseado.

Estadisticas de bombeo‘a 15 grados
Intervalos de confianza Tamafio de muestra
Dia/prueba| Mediana Media
Estimado Tamarfio Actual Minimo
1 105 105.51 104.6 a 106.4 1.8 52 12
2 94 95.13 93.10 a 97.05 3.95 60 59
3 98 96.58 94.27 a 98.69 441 59 75
4 95 94.61 92.98 a 96.22 3.24 55 37
5 92 91.52 89.96 a 93.19 3.23 57 39
6 81 81.16 79.29 a 83 3.71 55 48
7 84 82.98 81.34 a 84.61 3.27 59 41
8 73.5 74.35 72.8a75.9 3.1 60 38
9 73 74.11 71.69 a 76.53 4.84 59 89
10 68 67.91 65.86 a 69.96 4.1 57 61

Defecacion a 15 °C

Al igual que en el ensayo a 20 °C, a los 15 °C hubo un aumento en el tiempo (Figura 13D), pero
este aumento se detuvo a partir del dia 6, cuando las pruebas de Wilcoxon no muestran diferencia
significativa entre estos cinco dias (tabla S9). Dentro de los intervalos de confianza solo los
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primeros cuatro dias cumplen con el tamafio deseado, al igual que con los tamafios minimos de
muestra; a partir del dia 5 es requerida una muestra mas grande (Tabla 4).

Las distribuciones en este ensayo fueron normales con excepcién de los dias tres y ocho; aunque
la diferencia de sus medidas de centralidad es mas grande que la de otros dias, siguen siendo
mas pequefias en comparacion con las del ensayo a 20 °C (tabla S4), este ensayo requerira
ajustarse a otro tipo de distribucion a futuro.

La prueba de homocedasticidad mostré6 que los primeros cinco y los Ultimos cinco tienen
homogeneidad de varianzas entre si, pero no entre los diez dias juntos (Figura 13D y Tabla S5).

4.2 Progenie y coleteo

Durante los primeros ensayos de prueba (con diez gusanos), después de cuatro dias, acorde a
nuestro conocimiento de sus limitaciones, los gusanos disminuyeron drasticamente su progenie, al
punto de que en el ensayo no pudo contarse ningun huevo, razén por la cual este comportamiento
fue descartado de los analisis posteriores.

En cuanto al comportamiento de coleteo, éste mostr6 una tendencia a disminuir linealmente,
similar a la de bombeo, razén por la cual se opt6 por utilizar bombeo y defecacién para modelarlos,
ya que el ensayo de bombeo es mas sencillo en su elaboracion.y el ensayo de defecacion tiene
una tendencia mas irregular.

Tabla 4: En la primera columna se muestran los dias que se estan analizando. Las siguientes dos
columnas son las medidas de centralidad de mediana y media. La siguiente seccion contiene los
intervalos de confianza estimados para la media y el tamafio que hay entre estos intervalos, el
tamafio deseado es de cinco como maximo. La ultima seccion es para el tamafio de muestra, la
primera columna presenta el tamafio de muestra de cada dia; la segunda el tamafio de muestra
estimado para llegar a determinar el tamafio de intervalo deseado.

Estadisticas de defecacién a 15 grados
Intervalos de confianza Tamafio de muestra
Dia/prueba| Mediana Media
Estimado Tamarno Actual Minimo
1 62 61.65 59.74 a 63.65 3.91 82 51
2 72 72.06 69.68 a 74.4 4.72 77 68
3 76 80.16 77.65 a 82.58 4.93 66 64
4 77 77.45 75.39 a 79.47 4.08 62 45
5 92 92.38 89.4 a 95.29 5.89 55 77
6 96 96.67 91.51a101.85| 10.34 55 236
7 103 104.78 99.9 a 109.7 9.8 51 199
8 92.5 97.26 91.522102.98| 11.46 56 301
9 108 107.87 103.1a 112.7 9.6 49 179
10 104.5 103.61 98.9a108.3 9.4 52 187
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4.3 Soluciones

Se realiz6 el proceso de regresion simbdlica a los datos de cada ensayo y se seleccionaron las
ecuaciones gue mejor se ajustaron a los datos y fueran mas simples. Estas dos caracteristicas se
determinaron por el nivel de significancia y la complejidad -medida por el niamero y tipo de
términos de las ecuaciones-, pero aun con estos criterios se obtuvo una gran cantidad de
soluciones. Para reducir esta cantidad se procurd elegir las soluciones que mejor se ajustaran a
determinadas caracteristicas (como la tendencia a aumentar o disminuir), de cada grupo de datos,
y que pertenecieran a un mismo tipo de ecuacién (por el tipo y cantidad de variables).

De todas las soluciones que se obtuvieron sélo se eligieron las que tuvieran una buena relacion de
ajuste y complejidad; de este procedimiento se obtuvo un total de trece soluciones (tabla S10), de
las cuales solo se utilizaron cuatro (tabla 5). Estas cuatro soluciones muestran diversas
caracteristicas en su grafica y ecuaciones (Figura 14), que permitieron deducir los. modelos que
mejor describen el comportamiento.

Tabla 5. Soluciones utilizadas. En la primera columna se encuentran los términos asignados para
cada solucion, en la segunda el ensayo al que pertenecen, en la pendltima la ecuacion de la
solucion y en la dltima el estadistico de R2.

Soluciones utilizadas

Solucién Ensayo Ecuacién R2
3A Bombeo a 20 grados B =89.6 + 11.1cos(T) 0.62
+ 16.7sin(6.77 T)
3B Bombeo a 15 grados B =87 + 18.9¢0s(0.279T) 0.75
3C Defecacion a 20 grados D =771 — 30.3cos(75.1T) 0.63
1D Defecacion a 15 grados D =84.7 — 21.1c0s(5.93 T) 0.49
4.4 Modelos

4.4.1 Estimacion del modelo

Para estimar los modelos y sus pardmetros, primero se determiné qué modelo describe mejor el
comportamiento con base a lo observado en las soluciones. Los dos modelos seleccionados estan
inspirados en sistemas fisicos. En particular, consideramos el comportamiento aparentemente
oscilatorio decreciente y de saturacion. Por ello consideramos el modelo de oscilador arménico
amortiguado y el modelo de saturacion.
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Modelo de oscilador arménico amortiguado

Para el caso de bombeo a 15 grados, tanto la ecuacién como la grafica de la solucién 3B (Figura
14 B) son muy similares a un modelo de oscilador arménico amortiguado, el cual se describe por la
siguiente ecuacion:

y = (e7")(yy % cos(wt))

En donde y es el coeficiente de friccion, que determina qué tan rapido llega a su punto estable el

sistema, t es el tiempo, y0 es el valor inicial y o es la frecuencia con que oscila el sistema.

Para ajustar este modelo al ensayo de bombeo a 15 grados, se tomd el cuadrado del coseno de la
solucion 3B (B = 87 + 18.9¢0s(0.279 T)), para determinar . Debido a que es-una caracteristica

perteneciente a la solucion de los modelos con oscilador. Para determinar v se calculo el

/

exponente con el logaritmo de los datos que se ajustan a la solucién 3B, por medio de una
regresion lineal. Para yO se tomé la media del dia uno. La ecuaciéon y parametros fueron los

siguientes:

B = (e7")(By X cos(wt))+ BO
y = 0.05028,w =0.07784,B, = 55

La gréfica de esta estimacion es mala y no se ajusta muy bien a los datos (de los ultimos dias),
pero muestra que el oscilador es sobreamortiguado, ya que no se observa oscilacion (Figura 15A).
Debido a este resultado, también se-optd por evaluar el ajuste de un modelo que solo toma en
cuenta la exponencial del modelo.  de oscilacion, de esta forma se determiné que el
amortiguamiento en el modelo es el adecuado y el problema es con la frecuencia (figura S13). La
ecuacion utilizada para este modelo fue la siguiente:

B = (e7"")(By)
Modelo de saturaciéon

El modelo de saturacion se utilizo para los ensayos de defecacion, ya que al haber poca diferencia
en los ultimos dias de los ensayos, tanto de forma estadistica como gréfica, se puede pensar en
que se esta saturando el sistema. Ademas, las soluciones 3C y 1D (Figura 14 C y D) muestran una
oscilacion muy prolongada, dada por una funcion de coseno que, si bien se ajusta a los datos, no
representa la realidad del sistema. Para este modelo se utilizé la siguiente ecuacion:

D= (Ar —Ap)(1—ePt) + 4,

En donde AF es el punto de saturacion, A0 es el punto inicial y B es coeficiente que regula la
velocidad con que se llega al punto de saturacion. Al estimar los parametros se utilizé la media de
los dltimos dias de los ensayos de defecacion para determinar AF, mientras que para AO y B se
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estimé manualmente, hasta obtener una grafica que se ajustara bien a los datos y que comenzara
con la media del dia uno (Figuras 16A y 17A). Los parametros estimados fueron:

20 grados:AF = 96,A0 =40y [ = .16

15 grados:AF = 104,A0 =52y = .2
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Figura 14. Soluciones escogidas para cada ensayo. En esta figura se encuentran las soluciones
seleccionadas para cada ensayo. A: Ajuste de la soluciéon 3A para bombeo a 20 grados. B: Ajuste
de la solucién 3B para bombeo a 15 grados. C: Ajuste de la solucién 3C para defecacion a 20
grados. D: Ajuste de la solucion 1D para defecacion a 15 grados.

4.4.2 Ajuste de los modelos

Para el ajuste de los modelos se realizé una regresion no lineal, especifica para cada ecuacion,
gue estima los mejores pardmetros para los datos. Para el caso de los modelos de saturacion fue
necesario-aumentar el nimero de dias en los ensayos, con datos que replican la media de los
tltimos-dias. Esto debido a que la funcién de regresion ajusta el pardmetro AF a un valor muy alto,
lejano a la realidad. Para el modelo de defecacion a 20 grados se agregaron 3 dias, mientras que
para el de defecacion a 15 grados fueron 2, aunque en este ultimo hubo un buen ajuste con solo
diez dias, por lo cual se tomaron en cuenta los dos modelos, ya que debido a la dispersién y a la
falta de los dias posteriores se desconoce cual seria mas adecuado.

Las estadisticas de las estimaciones para los parametros son significativas (tabla 6), fueron
obtenidas de ajustes con los datos completos; también se realizaron estimaciones teniendo como
datos las medias y medianas. Estos modelos también obtuvieron significancia, pero los parametros
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estimados son diferentes, esto se puede explicar con el tamafio de muestra, ya que los pardmetros
obtenidos son muy similares (tabla S17) y es dificil distinguir unos modelos de otros de forma
gréfica (figuras S8, S9, S10 y S11 ). Los modelos ajustados y los modelos estimados se pueden
comparar en las figuras: 15, 16 y 17
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Figura 15. Modelos de oscilador amortiguado para bombeo a 15 grados. A: Modelo estimado. B:
Modelo ajustado.
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Modelo de saturacién estimado para defecacién a 20 °C
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Figura 16. Modelo de saturacion para defecacién a 20 grados. A: Modelo estimado. B:Modelo
ajustado.
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Modelo de saturacién estimado para defecacién a 15 °C
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Figura 17. Modelo de saturacion para defecacion a 15 grados. Se muestran los modelos ajustado
y estimado para el ensayo de defecacion. A: Modelo estimado. B:Modelo ajustado con 15 dias. C:
Modelo ajustado con 12 dias.
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Tabla 6. Estadisticas de pardmetros. Esta tabla muestra las estadisticas obtenidas para el ajuste
de los parametros de cada modelo, el valor P indica una mayor significancia estadistica al ser mas
pequenfo, los codigos de significancia son los siguientes: PO = *** P < 0.001 = **, P <0.01 =",
P<0.05="",P<01y‘“ =1.

Estadisticas de parametros
Modelo Parraomet Estimado Ajuste Error std. t P
y 0.0502 0.0635 0.0094 6.70 5.06e-11***
Oscilacion
para bombeo w .077841 0.1103 0.0048 22.80 <2e-16***
a 15 grados
BO 55 55.25 0.6116 90.34 <2e-16***
Exponencial y 0.0502 0.0494 0.0012 40.13 <2e-16***
para bombeo
a 15 grados BO 105 113.6 0.771 146.15 | <2e-16***
AF 96 119.5715 4.5747 26.137 <2e-16***
Saturacién
para Skk
” A0 40 32.9239 1.8619 17.683 <2e-16
defecacion a
20 grados
B 0.16 0.1354 0.0158 8.538 <2e-16***
. AF 104 117.5904 5.6917 20.66 <2e-16***
Saturacion
para
defecacion a A0 52 50.7384 2.8162 18.02 <2e-16***
15 grados
(10)
B 0.2 0.1799 0.0360 4.99 7.9e-07***
. AF 104 111.4791 2.7499 40.540 <2e-16***
Saturacion
para
defecacién a A0 52 48.8409 2.8816 16.949 <2e-16***
15 grados
(12) B 0.2 0.2211 0.0308 17.177 1.81e-12***
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5. Discusion

5.1 Uso de regresion simbdélica

Aunqgue fue la metodologia principal y de la que se pensaba obtener los modelos, la regresion
simbolica no es un método definitivo del que se pueda obtener un buen modelo directamente, esto
se debe a que el algoritmo encuentra las soluciones que mejor se ajustan a los datos en lugar-de
las soluciones que mejor representan los datos y el fenémeno por consiguiente. Otro punto a tomar
en cuenta es que las soluciones obtenidas pueden llegar a ser muy complejas, al grado de que
incluso las soluciones simples o adecuadas son dificiles de modelar, como se puede ver en las
tablas S14, S15y S16.

A pesar de que las soluciones, obtenidas por regresion simbolica, no fueron utilizadas para
modelar, fueron muy atiles como modelos base para determinar los modelos' posteriores, ya que
los tipos de solucién y elementos de que estdn compuestas marcaron un indicio sobre los modelos
utilizados.

5.2 Determinacion de los modelos

La determinacién de los modelos se bas6 tanto en la solucion de la regresion como en las
caracteristicas del comportamiento. Tanto para el modelo de oscilador como para el modelo de
saturacion se tomdé en cuenta que los gusanos mueren en algin momento, situacién que no es
compatible con las soluciones de regresion simbolica debido a que tienden a oscilar de forma
infinita.

Para el caso del modelo de oscilador arménico amortiguado se tomé en cuenta que la solucién de
bombeo tiende a oscilar alrededor de un coseno, al igual que un oscilador armonico. Esto, sumado
a que en algin momento el comportamiento va a detenerse, hacen al oscilador armonico
amortiguado un modelo ideal.

Por otra parte, para los ensayos de defecacidn se obtuvo una ecuacién muy similar en la solucién,
pero en estos casos la frecuencia de coseno es mucho mas grande. Esta situacién, sumada a que
los dltimos dias tienen poca o nula diferencia, permite deducir que hay una situacion de saturacion.
Este modelo, ademas de ajustarse, llega a un punto en el que ya no presenta cambios, lo cual es
mas factible para este comportamiento que seguir oscilando.

5.3 Interpretacion de los modelos
Modelo deoscilador arménico amortiguado

El modelo de oscilador arménico simple se utiliza para describir sistemas que, al estar libremente
fuera de su punto de equilibrio, tienden a oscilar alrededor de él. Cuando este sistema es
amortiguado existe una fuerza, como la gravedad o friccién, que disminuye las oscilaciones hasta
llegar al punto de equilibrio (como un péndulo). Este modelo afiade al oscilador simple los
principios de la segunda ley de Newton, la cual consiste en que el movimiento de un objeto es
directamente proporcional a las fuerzas que acttian sobre él.

a7



En cuanto a sistemas bioldgicos, se han descubierto nuevos genes, involucrados en el ciclo
circadiano de Neurospora, gracias a que la expresion de estos genes no sigue un ciclo de

oscilacién normal sino que lo hace por medio de un oscilador amortiguado o forzado (De los
Santos et al., 2017). Otro ejemplo es un modelo que se realizé para describir la interaccién entre
los receptores de insulina e IGF 1, su interaccion es tan compleja, en comparacion con otros
receptores, que el modelo que describe esta interaccién utiliza un oscilador arménico (Kiselyov et
al., 2009).

Estos modelos muestran que los osciladores armoénicos pueden llegar a ser mas comunes de lo
gue se cree en sistemas biologicos, ¢pero qué es lo que implica para el comportamiento de
bombeo de C. elegans? Aun faltando informacion que confirme los estimadores de los pardmetros
de este modelo, se tiene un buen ajuste del cual se puede hacer una interpretacion. Al ser un
modelo de oscilador amortiguado se entiende que el sistema puede estar oscilando o no y esto
dependera de los parametros y y w. Estos dos parametros, en términos del sistema, representan
una tasa de envejecimiento (y) y una frecuencia de alimentacion (w), ambos muestran en la
ecuacion a qué velocidad se deteriora el comportamiento y de qué forma.

El modelo que se obtuvo es un oscilador sobreamortiguado, lo que significa que se acerca a su
punto de equilibrio sin oscilar, pero es cercano a ser subamortiguado, en donde el sistema llega a
su punto de equilibrio oscilando. EI modelo obtenido se acerca a su punto de equilibrio sin oscilar
hasta los ultimos dias cuando hay una oscilacion y luego alcanza el punto de equilibrio (figura
S12). Los datos correspondientes con los dias de esta oscilacion no estan disponibles, tampoco
los dias correspondientes al punto de equilibrio, por lo cual se desconoce si este modelo se ajusta
en su totalidad, pero se ajusta muy bien a los datos disponibles, por lo cual es probable que ese
sea el comportamiento. Aun difiriendo la realidad con el modelo, bastaria con hacer un nuevo
ajuste de parametros para eliminar esta diferencia.

Entendiendo el modelo de esta forma, el parametro [ engloba de forma cuantitativa el efecto del
tiempo y la temperatura sobre el .gusano. El parametro w indica la frecuencia de oscilacion del
comportamiento. Este Gltimo parametro resulta de gran interés ya que se desconoce a qué puede
deberse que el sistema llegue a oscilar; una posible explicacion es la induccién de un ciclo
circadiano o ultradiano..Se ha visto que este gusano tiene la capacidad de desarrollar un ciclo
circadiano en condiciones de preacondicionamiento con luz o temperatura (Simonetta et al., 2009),
también se ha visto que este ciclo circadiano se ve reflejado, tanto en los comportamientos de
bombeo y defecacion (Migliori et al., 2011), como en la expresion genética. En este Gltimo caso se
han visto, incluso, genes que se expresan de forma diferencial adn sin preacondicionamiento (van
der Linden et al., 2010).

Si bien el modelo ajustado solo muestra una oscilacion, ésta podria llegar a explicarse por la
expresion genética relacionada a los ciclos circadianos. Por otro lado, si esta oscilacién no
apareciera en ensayos posteriores podria ajustarse el parametro u optar por el modelo exponencial
(figura S13). Aun en esta circunstancia el modelo de oscilador puede ser util en un ensayo en que
se induzca un ciclo circadiano, debido a que se puede observar y modelar el efecto del
envejecimiento, sobre el ciclo circadiano, al ver oscilaciones decrecientes.

Este modelo solo se ha ajustado al comportamiento de bombeo a 15 grados ya que los resultados
del ensayo a 20 grados muestran un comportamiento diferente con un aumento de varios dias. Es
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posible que este comportamiento se deba més a la bacteria utilizada como alimento que a la
temperatura, ya que al envejecer el gusano adquiere dificultad para moler la bacteria y esta
coloniza el intestino, induciendo una respuesta inmune (Kumar et al., 2019). Este efecto se puede
ver amplificado a una temperatura de 20 grados ya que se favorece el crecimiento de la bacteria,
en comparaciéon con una temperatura mas baja. De ser esta la situacién se podria modelar el
comportamiento como un oscilador forzado, en el que la bacteria actia como una segunda fuerza
modificando el sistema, pero primero es necesario demaostrarlo con otros ensayos.

Modelo de saturacién

El comportamiento de saturacion se ha utilizado para definir una gran variedad de fenébmenos: la
cinética enzimatica, difusion facilitada, comportamiento de depredador presa, crecimiento
bacteriano o transmision de infecciones. Todos estos ejemplos comparten el mismo principio pero
no utilizan el mismo modelo (Kepner, 2010). Por ejemplo, en la cinética enzimética se utiliza el
modelo de Michaelis-Menten, mientras que para el comportamiento depredador presa se puede
utilizar el modelo de Lotka-Volterra, ambos utilizan ecuaciones diferentes pero también muestran
un comportamiento de saturacion. En el caso del modelo de Michaelis-Menten se muestra la
saturacion de la velocidad enzimatica al haber exceso de sustrato; en una modificacion del modelo
de Lotka-Volterra (Gruber, 1976) la saturacién ocurre cuando los depredadores solo pueden
consumir una limitada cantidad de presas en determinado tiempo.

Estos modelos llegan a ser de gran utilidad en areas como: ingenieria metabdlica, ecologia o, en
un caso mas concreto, la farmacologia, pues se ha utilizado este modelo para ver la cinética de
péptidos antimicrobianos (Melo & Castanho, 2007). Por estas razones no es raro encontrar este
modelo en los comportamientos de C. elegans, pero aln queda averiguar cual es el mecanismo
por el que se induce la saturacion.

El modelo utilizado requiere como parametros los valores inicial y final de defecacién y el
coeficiente B. Este ultimo parametro es el que indica a qué velocidad se acerca el comportamiento
de defecacién a su punto de saturacion, también es el que podria mostrar los efectos de la
temperatura en el comportamiento, pero es el parametro que menos difiere entre los ensayos y los
ajustes en comparacion con los otros dos (tabla 6). Lo que esta situacidon puede sugerir es que
ambas temperaturas afectan de forma diferente a los gusanos, pero no afecta la forma en que
cambian a lo largo del tiempo. Esta hipétesis también puede explicar porque los ajustes tienen
curvas muy similares pero puntos iniciales y de saturacion diferentes (figuras S14 y S15).

Dado que podria haber un problema en el ensayo a 20 grados, similar al de bombeo, se puede
suponer también que este comportamiento tiene una baja sensibilidad a la temperatura y pocos
mecanismos que responden a esta, ya que también se ha visto que la mutante del gen clk-1 afecta
tanto @ bombeo como la defecacion, pero en este Ultimo hay una pérdida de sensibilidad a la
temperatura (Liu et al., 2017). De todo esto se puede deducir que el comportamiento de defecacién
se ve poco afectado por condiciones ambientales como la temperatura o el alimento (en
comparacion con bombeo) y que los mecanismos que lo regulan son diferentes a los de otros
comportamientos.
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5.4 Posibles usos

De entre todas las aplicaciones que pueden tener estos modelos, la mas importante es seguir
comprendiendo al organismo, usualmente estas herramientas se utilizan para interpretar toda la
informacién que se ha obtenido hasta el momento, pero también se pueden utilizar para mejorar la
busqueda de informacion. Al tener englobado en una ecuacion todo lo que sucede en la vida de un
organismo, se pueden entender mejor los cambios metabdlicos y fisiolégicos que ocurren durante
el envejecimiento, complementando los ensayos de supervivencia y esperanza de vida, yendo mas
alld de interpretaciones subjetivas sobre caracteristicas cualitativas. Al considerar un parametro
gue representa de forma cuantitativa la magnitud y caracteristicas de un cambio, se puede hacer
una observacion mas objetiva sobre las variables que afectan a un fenbmeno continuo.

Conociendo que estos comportamientos siguen un modelo especifico, ahora pueden utilizarse
como metodologia para probar nuevas hipotesis. Seria de gran interés ver como cambian los
pardmetros en una mutante e, incluso, si cambian totalmente los resultados como para cambiar el
modelo. Un ejemplo son las mutantes de daf-16 y daf-2 que prolongan la esperanza de vida;
podria cambiar el parametro gamma en el modelo de oscilador para bombeo y prolongar el
descenso de este comportamiento, también podria seguir igual prolongando el tiempo que dura en
el punto de equilibrio antes de morir. Esto seria importante para establecer una diferencia entre
esperanza de vida y calidad de vida, ya que el ensayo mas. utilizado para evaluar los efectos del
envejecimiento es el ensayo de supervivencia.

Si se llegaran a estandarizar los modelos, con diferentes mutantes y variables, también seria
posible llegar a modelar los componentes celulares 'y moleculares, de la misma forma que lo hizo
el grupo de McMullen y colaboradores, pero conectando el modelo molecular al modelo de
comportamiento. Otra alternativa es evaluar las interacciones por medio de una red booleana que
acople las principales cascadas de sefializacion con las neuronas anfidias.
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6. Perspectivas y conclusiones

Modificaciones y mejoras

Lo primero es cambiar la bacteria o matarla una vez que haya crecido, debido a que al envejecer el
gusano presenta dificultad para molerla y ocasiona un efecto patégeno (Kumar et al., 2019), que
puede alterar los resultados. En cuanto a los tamafios de muestra, es conveniente aumentarlos
para reducir la dispersion o para obtener una homogeneidad de varianzas, ya que si bien con solo
diez gusanos se obtiene un buen resultado, para evaluar el comportamiento de adultos de un dia
es necesario aumentar la muestra conforme se alarga el ensayo, siendo necesario tener una
muestra de al menos 36 gusanos pero se recomienda de 60 0 mas (Simonetta et al., 2009).

En consecuencia con lo anterior es necesario aumentar la cantidad de personas haciendo
mediciones o cambiar el método manual por un rastreador de gusanos, de esta forma se
aumentaria la cantidad de mediciones simultaneas y se reduciria el tiempo en que se toman,
evitando desfases de hasta dos horas entre los primeros gusanos medidos y los ultimos.

Por ultimo, es conveniente descartar del ensayo los gusanos que  sufrieron de “bagging” o
perdieron la integridad de la vulva ya que al aproximarse a esta situacion se pueden alterar los
resultados. Para prevenir este problema es necesario aumentar alin mas el tamafio de muestra por
la probabilidad de que esto suceda, ya que es mas frecuente que se pierda la integridad de la
vulva en gusanos que se encuentran a 15 grados (Leiser et al., 2016).

Conclusiones

En este trabajo pudimos mostrar que es posible implementar el uso de modelos matematicos para
el andlisis de comportamientos en el nematodo C. elegans. Los modelos son una herramienta muy
util para el estudio del envejecimiento, tanto en la esperanza como en la calidad de vida, al poder
comprimir el registro de todo el ciclo de un gusano en un par de parametros. Sin embargo, aln es
necesario ajustar la metodologia para controlar los ensayos aun mas, con medidas como: cambiar
o inactivar la bacteria, aumentar el tamafio de muestra, descartar los gusanos con problemas y
mantener las mediciones individuales.

Con base a los resultados obtenidos se puede ver que el comportamiento de bombeo, asi como el
de defecacion, tienden a disminuir su frecuencia con el tiempo. El comportamiento de bombeo se
ajustd facilmente al modelo de oscilador arménico amortiguado, mientras que el comportamiento
de defecacion se ajusté al modelo de saturacion (conforme aumenta el tiempo entre defecaciones).

De estos modelos se puede interpretar que los comportamientos neuromusculares de C. elegans
siguen un cambio constante y definido. En cuanto al modelo de oscilador armoénico, implica que
bajo - circunstancias especificas (como induccion de ciclos circadianos o ultradianos), el
comportamiento de bombeo podria oscilar de forma subamortiguada. En cambio, el modelo de
saturacion indica que hay un tiempo méaximo de defecacion y este comportamiento deja de
cambiar después de cierta edad en los gusanos.
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Perspectivas

Uno de los principales problemas fue la dispersion en los datos al avanzar el tiempo, ya que esto
aumenta considerablemente el intervalo de confianza en donde puede encontrarse la media y el
tamafio minimo de muestra necesario. Pero se espera que al tomar en cuenta las consideraciones
anteriores, se reduzca notablemente la dispersion, provocada por factores ajenos al
envejecimiento y la temperatura. Con lo anterior los estimadores de los parametros serian mucho
MAs precisos.

Es importante mencionar que una de las ventajas del modelaje, que se vio aqui, es la flexibilidad
gue existe para interpretar los datos, ya que en otro tipo de trabajo los resultados obtenidos
habrian sido insuficientes para hacer una conclusién con respecto a los efectos de una variable.
En cambio, fue posible realizar el modelo con estos datos, debido a que un modelo siempre es una
aproximacion que no llega a ser exacta y, aunque la precisiéon es menor debido a los estimadores,
el modelo no se basa en decisiones arbitrarias.

En cuanto a la elaboracion de los modelos, se esperaba que la regresionsimbolica fuera el método
definitivo para determinar las ecuaciones pero no resulté asi; al final 'sus soluciones no resultaron
ser lo que se esperaba. No obstante, fue una herramienta de gran utilidad para determinar los
modelos finales. Tanto la regresién simbélica como el modelaje de.los comportamientos resultaron
ser herramientas eficientes, cuyo alcance ahora es mas amplio. En consecuencia, ahora es posible
pensar en los métodos de modelaje, no solo como herramientas para analizar la informacién
existente, sino también como técnicas para obtener mas.informacién durante un experimento.

Finalmente, esta tesis muestra que es posible modelar los comportamientos de un organismo
como es el nematodo C. elegans. También, muestra las mdultiples técnicas que pueden utilizarse
como modelos, asi como modelos que se conocen muy bien en el area de la fisica, pero son de
aplicacion novedosa en sistemas Wbiolégicos. El siguiente paso, en el modelaje de los
comportamientos, debe enfocarse en integrar modelos a escala celular y molecular. También, se
espera que estos modelos no solo sean Utiles para interpretar la informacion existente, ya que
también pueden ayudar a generar informacién empirica durante una investigacion.
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7. Anexo: Otros ensayos

Ensayos de coleteo

Al momento de determinar los comportamientos a modelar se realizé un un ensayo con solo diez
gusanos para cada comportamiento, uno de estos ensayos fue el ensayo de coleteo, el cual sufre
cambios similares a los de bombeo pero es un ensayo mas complicado en su medicion. Los
resultados obtenidos se muestran en las figuras S2 y S3.
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Figura S1. Resultados del ensayo de bombeo a 25 grados
Ensayos a 25 grados

A 25 grados solo se pudo realizar el ensayo de bombeo, debido a la disponibilidad de equipos en
laboratorio y a la temperatura ambiental, que llegd a ser mas alta de lo necesario para una
incubadora que no tiene sistema de enfriado. Los resultados de este ensayo se muestran en la
figura S1. A pesar de estar incompletos se nota una clara diferencia con el ensayo a 20
grados(Figura 13).
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Coleteo a 15 °C
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Figura S2. Resultados del ensayo de coleteo a 15 grados
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Figura S3. Resultados del ensayo de coleteo a 20 grados
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8. Anexo: Estadisticas

A continuacion se presentan todas las estadisticas aplicadas a los datos. Comenzando por las
estadisticas generales, se encuentran las tablas S1, S2, S3 y S4. En éstas se muestran las
medidas de centralidad, las medidas de dispersion, los intervalos de confianza, pruebas de poder y
las pruebas de distribucion. Para cada ensayo.

Después esta la tabla S5, en donde se muestran las pruebas de homocedasticidad de los grupos
de dias que obtuvieron el mejor resultado (con homogeneidad de varianza) en cada ensayo.

Por ultimo se encuentran las pruebas de wilcoxon (tablas S6, S7, S8 y S9), en donde se muestran
las pruebas de cada dia con el resto de los dias en cada ensayo. Estas pruebas. se realizaron de
esta forma, debido a que no fue posible realizar una prueba ANOVA, al no haber una
homocedasticidad total en ningln ensayo.

Tabla S5. Pruebas de Fligner. En la primera columna se muestran los ensayos a los que se aplico
la prueba; en la segunda se encuentran el maximo de dias con homocedasticidad para cada
ensayo; en la tercera columna el valor P correspondiente.

Pruebas de Fligner
Ensayo Dias P
Bombeo a 20 grados la7 0.2209
Defecacién a 20 grados labs 0.1473
Bombeo a 15 grados lav7 0.4349
Defecacién a 15 grados lab 0.4266
Defecacién a 15 grados 6all 0.4413
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Tabla S6. Pruebas de Wilcoxon. En cada celda se muestra el resultado de las pruebas de
Wilcoxon entre los diferentes dias de ensayo (filas por columnas). En color verde se aprecian los
dias con una diferencia significativa (P < .05) y en rojo los dias que no cumplen esta caracteristica.

Pruebas de Wilcoxon para el ensayo de bombeo a 20 grados

Dia/Dia

Tabla S7.Pruebas de Wilcoxon. En cada celda se muestra el resultado de las pruebas de Wilcoxon
entre los diferentes dias de ensayo (filas por columnas). En color verde se encuentran los dias con
una diferencia significativa (P < .05), en rojo los dias que no cumplen esta caracteristica y en
amarillo las pruebas que no tuvieron una muestra lo suficientemente grande.

Pruebas de Wilcoxon para el ensayo de defecacion a 20 grados

Dia/Dia
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Tabla S8. Pruebas de Wilcoxon. En cada celda se muestra el resultado de las pruebas de
Wilcoxon entre los diferentes dias de ensayo (filas por columnas). En color verde se encuentran
los dias con una diferencia significativa (P < .05) y en rojo los dias que no cumplen esta
caracteristica.

Pruebas de Wilcoxon para el ensayo de bombeo a 15 grados

Tabla S9.Pruebas de Wilcoxon En cada celda se muestra el resultado de las pruebas de Wilcoxon
entre los diferentes dias de ensayo (filas por columnas). En color verde se encuentran los dias con
una diferencia significativa (P < .05) y en rojo los dias que no cumplen esta caracteristica.

Pruebas de Wilcoxon para el.ensayo de defecacién a 15 grados
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9. Anexo: Modelos y soluciones

9.1 Soluciones de regresiéon simbdlica

En las soluciones obtenidas predominan tres tipos de ecuaciones, cada tipo consta de la suma o
resta de varios elementos; el primer tipo contiene una constante, la multiplicacién de un parametro
por la variable de tiempo y una funcién trigonométrica. El segundo tipo consiste en una constante
con una funcién trigonométrica; el tercero en una constante con la multiplicacién de un parametro
por la variable de tiempo (Tabla S10).

Tabla S10.Soluciones de regresion simbolica. En la primera columna se encuentran los términos
asignados para cada solucién, en la segunda el ensayo al que pertenecen y en la dltima la
ecuacion de la solucién.

Soluciones
Solucién Ensayo Ecuacion
1A Bombeo a 20 grados B =105 + 10.4c0s(0.685 + T) — 0.326T2
2A Bombeo a 20 grados B =102 + 9.13¢0s(0.663 + T) — 0.0339T3
3A Bombeo a 20 grados B =89.6 + 11.1cos(T) + 16.7sin(6.77T)
4A Bombeo a 20 grados B =99.3 — 0.0354T3
1B Bombeo a 15 grados B =112 — 4.42T — 3.33sin(—3.84T)
2B Bombeo a 15 grados B =112 — 4.37T
3B Bombeo a 15 grados B =87 + 18.9co0s(—0.2797)
1C Defecacién a 20 grados D =344 + 749T + 6.07sin(T)
2C Defecacién a 20 grados D =394 + 6.57T
3C Defecacion a 20 grados D =77.1 — 30.3cos(75.1T)
1D Defecacion a 15 grados D =84.7 — 21.1co0s(5.93T)
2D Defecacion a 15 grados D =611 + 497T
3D Defecacion a 15 grados D =59.7 + 5.18T + 21.1sin(3.117)
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Bombeo a 20 °C

En el caso de bombeo a 20 °C las soluciones son un poco mas complejas, debido a que los
resultados muestran un comportamiento irregular, con un aumento en el dia cuatro. Las primeras
dos soluciones (1A y 2A) son del primer tipo, pero el elemento con la variable de tiempo esta
elevado a una potencia;estas dos soluciones son las que mejor describen el aumento de bombeo y
su disminucion posterior (Figura S4 Ay B), las soluciones uno y dos tienen una Rz de 0.65 y 0.66
respectivamente.

La tercera solucion (3A) es la solucion mas simple y que mejor se adapta describiendo el descenso
final (Figura S4 C), esta solucion esta compuesta de una constante y dos funciones
trigonometricas, su R2 es de 0.62.

Debido a la gran cantidad de soluciones para este ensayo se seleccion6 una cuarta ecuacion que
es es la mas sencilla, pero tiene el menor ajuste, con una R2 de 0.53, no muestra el aumento del
dia cuatro pero describe una disminucion constante (Figura S4 D).

Soluciones para bombeo a 20 grados

A Solucion 1A B Soluclén 2A
& —_ T &Y _ H
gg BERo — L3N T N/ Bl o i T
5 ) —— T T ‘ : 5 B N —— R ; i R )
& —— [ 1 : : H ] -— 1 i 1 B e
3 8 i 4 ; i 8 8 . ! =
( == : ° =
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2 T : % T e
N ' {  S— ] i |
2 B - : | | £ 3 ; ‘
@ @
e g
T T T T T T T
dat a2 diad did @aas diad da7 $as diad dat0 dal dia2 dald diat s diad daT OlaB diad Galo
C Solucién 3A D Solucion 4A
1l = — tj R —— g Bl ‘= o *— i -
: T EET g S o Rl —— =y N .
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Figura S4. Soluciones para bombeo a 20 grados. En esta figura se ajustaron las soluciones a los
datos del ensayo de bombeo a 20 °C. A: Ajuste de la solucién 1A. B: Ajuste de la solucién 2A. C:
Ajuste de la solucién 3A. D: Ajuste de la solucion 4A.
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Bombeo a 15 °C

Los resultados que se vieron en este ensayo son los menos dispersos, pero de cambio mas lento,
por lo que sus ecuaciones tienen poca pendiente (Figura S5). La primera ecuacion (1B) es la que
mejor ajuste tiene con una R2 de 0.77 pero es la mas irregular (Figura S5 A), esto refleja la
variabilidad de los datos pero dificilmente representa la realidad de los gusanos (podria disminuir
su significancia con una muestra mas grande). La segunda y tercera ecuaciones tienen una R2 de
0.75 y no tienen esa tendencia irregular que se ve en la primera ecuacion (Figura S5 B y C).

Soluciones para bombeo a 15 grados

A Solucién 18 B Solucién 28

i
t
f
f
alll
I 1
i
Bomieos en 30 Segund
8
t
:
|
1i

T T T T T o T T T T
dial a2 da3l *ad diah diat dal daB da9 diat el dia? @a3 mad dia’ dat dia? diall da9 datl

C Solucion 38

5 o0 20 Segundos

D66

diai dia2 dia3 diad dab dial dia? diad dag datd

Figura S5.Soluciones para bombeo a 15 grados. En esta figura se ajustaron las soluciones a los
datos del ensayo de bombeo a 15 °C. A: Ajuste de la solucién 1B. B: Ajuste de la solucién 2B. C:
Ajuste de la solucion 3B.
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Defecacion a 20 °C

El ajuste de estos datos no fue tan complicado como los de bombeo a 20 °C. Las tres soluciones
(1C, 2C y 3C) mostraron un aumento bajo en los ultimos tres dias (Figura S6), los cuales tienen
medias e intervalos muy similares. La primera solucion obtuvo un R2 de 0.64, la segunda de 0.62 y
la tercera de 0.63.

Soluciones para defecacion a 20 grados

A Solucion 1C B Solucion 2C
2 f 2
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2 3 e i
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Figura S6. Soluciones para defecacion a 20 grados. En esta figura se ajustaron las soluciones a
los datos del ensayo de Defecacién a 20 °C. A: Ajuste de la solucién 1C. B: Ajuste de la solucién
2C. C: Ajuste de la solucion 3C.
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Defecacion a 15 °C

Al igual que el caso de defecacién a 20 °C el ajuste fue muy similar, pero debido a que el aumento
tiende a detenerse en los Ultimos dias, los niveles de ajuste para los modelos fueron mas bajos;
todas las soluciones (1D, 2D y 3D) tienden a aumentar con el tiempo (Figura S7), aunque sea
poco, por lo que la R2 de estas soluciones es menor: el de la primera y tercera es de 0.49 y el de la
segunda es de 0.47.

Soluciones para defecacion a 15 grados

A Solucion 1D B Solucién 2D

1490
140
|

2 : ! ! o

R I e i

dial da2 a3 dia4 aas diab dia7 @ad ma9 aal dal Ma2 ®al g aas taf aar mah dias @alo

C Solucién 3D

Tiempo en aegundas
empo e segurdas

T

!
..u...; :;; v

40

Figura S7. Soluciones para defecacion a 15 grados. En esta figura se ajustaron las soluciones a
los datos del ensayo de Defecacion a 15 °C. A: Ajuste de la solucion 1D. B: Ajuste de la solucién
2D. C: Ajuste de la solucion 3D.

Las estadisticas correspondientes a todas las soluciones seleccionadas se encuentran en la tabla
S11, estas estadisticas pertenecen a los resultados del proceso de regresion simbolica.
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Tabla S11. En esta tabla se encuentran las estadisticas correspondientes a las soluciones
obtenidas por regresion simbolica.

Estadisticas de soluciones

5 Coeficiente Error Error Error
Solucién R2 de . cuadrado absoluto

correlacion maximo medio medio

1A 0.65 0.81 40.72 95.62 7.19
2A 0.66 0.81 36.98 93.39 7.15
3A 0.62 0.79 35.99 103.40 7.62
4A 0.53 0.73 35.92 129.35 8.59
1B 0.77 0.87 27.26 46.29 5.20
2B 0.75 0.86 26.62 49.98 5.44
3B 0.75 0.86 27.28 50.01 541
1C 0.64 0.80 60 209.49 9.70
2C 0.62 0.79 64.59 218.99 10.19
3C 0.63 0.80 62.20 213 10.12
1D 0.49 0.70 43.90 223.93 11.52
2D 0.47 0.69 48.09 233.70 11.67
3D 0.49 0.70 51.59 225.83 11.39
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9.2 Modelos de regresion simbdélica

Las soluciones obtenidas en la regresién simbdlica son las derivadas de los modelos que
representan. Para poder obtener estos modelos es necesario integrar las soluciones, este proceso
se hizo manualmente; las integrales de las soluciones se pueden ver en la tabla S12.

Tanto las soluciones como las integrales obtenidas estan en términos de tiempo y bombeo o
defecacion, pero el modelo debe estar Unicamente en términos de bombeo o defecacion, por lo
cual se despejo el tiempo de las soluciones y el despeje se utilizé para sustituir el tiempo en las
integrales. El resultado de todo esto fue el modelo de estas soluciones (tablas S14, S15y S16).

Fue complicado despejar las soluciones con funciones trigopnométricas, ya que para despejar una
variable (o incégnita) de una funcién trigonométrica es necesario aplicar la inversa de dicha
funcién, lo cual es muy problematico al estar la variable también fuera de esta funcién. Esta
situacion hace casi imposible despejar estas ecuaciones; en los casos donde son posibles los
despejes dan resultados muy complicados. Para poder despejar el tiempo de estas ecuaciones se
utilizaron series de Taylor, que reemplazaron las funciones trigonométricas por una serie de
potencias que las aproxima. Gracias a este procedimiento fue posible despejar estas ecuaciones.

Una vez despejadas las ecuaciones con funciones trigonométricas,-también se procedi6 a utilizar
series de Taylor con sus integrales para disminuir la complejidad-del modelo (tabla S13). Con este
método se obtuvieron tres tipos de soluciones: las soluciones exactas, en donde no se utilizaron
aproximaciones para despejar (tabla S14); las soluciones aproximadas 1, en donde se utilizaron
series de Taylor para despejar (tabla S15); las soluciones aproximadas 2, en donde, ademas de
utilizar series de Taylor, se convirtieron los senos a cosenos (con identidades trigpnométricas) para
obtener expansiones de hasta segundo grado.en lugar de tercer grado. Estas Ultimas aumentan
considerablemente la complejidad del despeje. Gracias a este procedimiento se obtuvieron
soluciones menos complejas (tabla S16).

En conclusién, estos modelos pierden precisién conforme aumenta la complejidad de la solucidn,
ya que es necesario hacer mas aproximaciones en proporcion a dicho aumento. Ademas de las
razones ya mencionadas, esta es otra razon por la que estos modelos no se tomaron en cuenta.
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Tabla S12. Integrales exactas. En esta tabla se encuentran las integrales correspondientes a las
soluciones, sin aplicarles series de Taylor

Integrales exactas
Solucién Integral
1A B = [.B(T) = 105T — 0.108T3 + 8.053 sin(T) + 6.579 cos(T)
2A B = [ B(T) = 102T — 0.0084T* + 7.195sin(T) + 5.619cos(T)
3A B = [ B(T) = 89.6T + 11.1sin(T) — 2.466c0s(6.77T)
4A B = [ B(T) =99.3T —0.00885T*
1B B = [ B(T) = 112T — 0.71T?% — 0.867co0s(3.84T)
2B B = [ B(T) =112T — 2.185T?
3B B = [ B(T) = 87T + 67.74sin(0.279T)
1C D = [ D(T) = 3.745T? + 34.4T —6.07cos(T)
2C D = [ D(T) = 3.285T% + 39.4T
3C D = [ D(T) = 77.1T — 0.403sin(75.1T)
1D D = [ D(T) = 84.7T — 3.55sin(5.937)
2D D = D(T) = 2.485T% + 61.1T
3D D = D(T) = 2.59T? + 59.7T — 6.784cos(3.11T)
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Tabla S13. Integrales aproximadas. En esta tabla se encuentran las integrales correspondientes a
las soluciones en donde se aplicaron series de Taylor.

Integrales aproximadas
Solucion Integral
1A B = [B(T) =6.579 + 113.053T — 3.289T2 — 1.45T3
2A B = [B(T) =5.61+109.19T — 2.8T% — 1.19T3 + 0.225T*
3A B = [ B(T) =100.7T — 2.46 + 56.51T% — 1.85T3
1B B = [ B(T) =112T — 0.867 + 5.68T?
3B B = [ B(T) = 105.89T — 0.245T?3
1C D = [ D(T) = 34.4T — 6.07 + 6.78T?>
3C D = [ D(T) = 46.84T + 28449.4T3
1D D = [ D(T) = 63.65T + 123.37T3
3D D = [ D(T) =59.7T = 6.78 + 35.39T?
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9.3 Modelo de oscilador arménico amortiguado

La ecuacion y tipo de estabilidad de este modelo se obtuvieron a partir de las soluciones de la
ecuacion del movimiento, de la segunda ley de Newton:

ma+cv+kx=0

Se toman en cuenta la fuerza de amortiguamiento y velocidad (cv), la masa (m) y la fuerza del
muelle (kc) en el resorte. Una de las soluciones de esta ecuacion es:

x=e’

Pero para determinar la estabilidad de la ecuacion se recurre a resolver la ecuacion de segundo
orden mediante dos ecuaciones de primer orden, de la siguiente forma:

mx +kx+vx=0

En donde:
a=x
. v
X =—wx ——X
2
k
w=—=
m
Se hace el cambio de variables:
Z=X
y=z
Entonces:
v
= —wx ——
y —y

Debido a que a que es un sistema lineal, el tnico punto de equilibrio es (0,0) y los elementos de la
matriz jacobiana son los siguientes:

M, =1
M, = —w
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M %
22 m

De la matriz jacobiana se calcula la determinante y la traza que son:

dettM) = 0+w >0
v
tr(M) =_E=Y<O

Estos dos valores demuestran que el Unico punto de equilibrio puede ser (0,0). Después, para
determinar el tipo de estabilidad se utiliza la siguiente férmula:

tr(M)? — 4det(M)

Si el valor resultante es mayor a cero entonces el sistema no oscila (sobreamortiguado), pero si es
menor a cero entonces hay oscilaciones (subamortiguado). Los valores. obtenidos para el modelo
estimado y ajustado fueron -2.11 y -0.43 respectivamente, por lo cual se puede decir que son
subamortiguados.

9.4 Modelo de saturaciéon

En el modelo de saturacidn fue utilizada la siguiente ecuacién:
y(©) = A(1—e ") + A0
A = AF — AQ
Este modelo funciona gracias al exponente, ya que este se esta restando a uno y va a llegar un
punto en el que siempre va a resultar uno esta resta; entonces, al estar multiplicAndose este

resultado (uno) con el valor final, siempre va a ser la solucién el valor final:

cont » o

lim =A+A0=AF

t—oo

Pero si el tiempo _es cero entonces el exponente va a ser igual a uno y el resultado de la operacion
sera cero, dejando como resultado el valor inicial:

y(0) = A(1 — 1) + A0 = A0
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9.5 Otras gréficas y estadisticas

Al ajustar los modelos también se realizé un ajuste, tomando como datos las medias y medianas
de cada dia de los ensayos. Estos resultados tuvieron poca diferencia con los ajustes hechos a
partir de los datos completos (figuras S8, S9, S10 y S11), pero la significancia de los parametros
estimados disminuy6 debido a la baja cantidad de datos (tabla S17).

También se graficaron los modelos estimados y los ajustados, con una extension de tiempo, para
ver su comportamiento después del dia diez. Para los ensayos a 20 grados se aumenté el tiempo
a 35 dias; para los ensayos a 15 grados se aument6 a 40. Todo esto con base a lo que viven los
gusanos en estas temperaturas (Zhang et al., 2015). Los modelos correspondientes a cada ensayo
se pueden ver en las figuras S12, S13, S14 y S15.

120_Modelo de oscilador ajustado para bombeo a 15 °C

Bombeos en 30 segundos
(03]
o

D
o

Figura S8. Modelo de oscilador ajustado para bombeo a 15 grados. En esta figura se ajusté el
modelo de oscilador armonico amortiguado a las medidas de centralidad del ensayo de bombeo a
15 grados. En color rojo se encuentra el modelo ajustado a los datos completos, en color azul el
modelo ajustado a la mediana y en color verde el modelo ajustado a la media.
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Modelo de saturacion ajustado para defecacion a 20 °C

160-

120-

Tiempo entre defecaciones
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura S9. Modelo de saturacién para defecacion ajustados.a 15 grados. En esta figura se ajusto
el modelo de saturacién a las medidas de centralidad del ensayo de defecacion a 20 grados. En
color rojo se observa el modelo ajustado a los datos completos, en color azul el modelo ajustado a
la mediana y en color verde el modelo ajustado a la. media.

Modelo de saturacién ajustado para defecacién a 15 °C (10)
150-

-
N
<

©
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Tiempo entre defecaciones
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Figura S10. Modelo de saturacion ajustado para defecacion a 15 grados. En esta figura se ajusto
el modelo de saturacion a las medidas de centralidad del ensayo de defecacion a 15 grados con
diez dias. En color rojo se observa el modelo ajustado a los datos completos, en color azul el
modelo ajustado a la mediana y en color verde el modelo ajustado a la media.
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Tabla S17. Esta tabla muestra las estadisticas obtenidas para el ajuste de los pardmetros por
media y mediana de cada modelo, el valor pr indica una mayor significancia estadistica al ser mas
pequefo, los codigos de significancia son los siguientes: PO = “** P < 0.001 = **, P < 0.01 =",
P<0.05="P<01y‘ =1

Estadisticas de parametros por medidas de centralidad

Ensayo Parametro Ajuste Error std. t P
94 0.0636 0.025 2.543 0.0385*
Bombeo a 15
grados por w 0.1105 0.0129 8.526 6.06e-5***
media
BO 55.28 1.591 34.748 4.24e-9%**
y 0.0535 0.0245 2.177 0.0659
Bombeo a 15
grados por w 0.1161 0.0115 10.099 2.00e-5***
mediana
BO 54.86 1.6185 33.989 5.04e-9***
AF 114.7604 13.6362 8.416 7.53e-6***
Defecacién a
20 grados por A0 28.656 10.4713 2.737 0.021*
media
B 0.1671 0.0725 2.303 0.0441*
AF 112.1280 17.3495 6.463 7.23e-5***
Defecaciéon a
20 grados por A0 30.3934 11.7683 2.583 0.0273*
mediana
B 0.1576 0.0874 1.803 0.1016
AF 117.1988 12.7346 9.203 3.69e-5***
Defecaciéon a
15 grados AO 50.2274 7.4825 6.713 0.0002%*
(10) por
media
B 0.1847 0.0867 2.131 0.0706
Defecacion a AF 122.0704 21.3757 5.711 0.0007***
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15 grados AO 52.0607 7.8811 6.606 0.0003%**
(10) por
mediana
B 0.1488 0.0957 1.552 0.1645
AF 111.0506 5.3670 20.692 6.72e-9***
Defecacién a
15 grados AO 47.9909 6.9196 6.936 6.79e-5%+
(12) por
media
B 0.2292 0.0666 3.439 0.0074**
AF 110.7644 6.9953 15.834 7.04e-8***
Defecacién a
15 grados
(12) por AO 49.0269 7.7194 6.351 0.0001***
mediana
B 0.2127 0.0768 2.769 0.0217*
Modelo de saturacién ajustado para defecaciéon a 15 °C (12)
150

-

120-

'
‘.

o
b

ol
i

90

Tiempo entre defecaciones

Figura S11. Modelo de saturacion ajustado para defecacion a 15 grados. En esta figura se ajusté
el modelo de saturacién a las medidas de centralidad del ensayo de defecacion a 15 grados con
doce dias. En color rojo se ilustra el modelo ajustado a los datos completos, en color azul el
modelo ajustado a la mediana y en color verde el modelo ajustado a la media.
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Modelos de oscilador para bombeo a 15 °C
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Figura S12. Modelos de oscilador para bombeo a 15 grados. En esta figura se muestran los
modelos extendidos de oscilador arménico amortiguado. para el ensayo de bombeo a 15 grados.
En color rojo se observa el modelo estimado y en color azul el modelo ajustado.

Modelos exponenciales para bombeo a 15 °C

=) w0
{=] [=]
1 1

Bombeos en 30 segundos
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0 10 2IEI EI!J JIIZI

Dia

Figura S13. Modelos exponenciales para bombeo a 15 grados. En esta figura se muestran los
modelos exponenciales extendidos para el ensayo de bombeo a 15 grados. En color rojo se
encuentra el modelo estimado y en color azul el modelo ajustado.
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Modelos de saturacion para defecacion a 20 °C
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Figura S14. Modelos de saturacién para defecacién a 20 grados. En esta figura se muestran los
modelos extendidos de saturacion para el ensayo de defecacién a 20 grados. En color rojo se
observa el modelo estimado y en color azul el modelo ajustado.

Modelos de saturacién para defecaciona 15 °C
120 -

100 -

80-

Tiempo entre defecaciones

0 10 EIEI 30 40
Dia
Figura S15. Modelos de saturacion para defecacion a 15 grados. En esta figura se muestran los
modelos extendidos de saturacion para el ensayo de defecacién a 15 grados. En color rojo se

ilustra el modelo estimado, en color azul el modelo ajustado con diez dias y en color verde el
modelo ajustado con doce dias.
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10. Anexo: Programas computacionales
disefnados

Con el siguiente enlace, se puede acceder a los coédigos disefiados para este proyecto:

https://github.com/JAcarracedo/Modelos-C.elegans.qit
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