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Resumen 

El objetivo de este trabajo fue evaluar, a través de técnicas de imagen como son 

la locomoción y la fluorescencia, el uso de Caenorhabditis Elegans como 

indicador del daño oxidativo generado por el agente oxidante peróxido de 

hidrógeno. Para ello, una vez sincronizados adultos de C. elegans, fueron 

expuestos a cinco concentraciones de H2O2 (0, 1, 2, 5 y 7 mM) durante un tiempo 

de 1, 2 y 5 horas. El efecto del H2O2 fue evaluado a través de la cuantificación de 

la locomoción (cantidad de movimiento total) y de la fluorescencia de los tejidos 

dañados, así como por el conteo de los individuos fallecidos (análisis de letalidad). 

Los resultados mostraron un efecto de la dosis de H2O2 y del tiempo de 

exposición sobre el comportamiento del C. elegans. Así, el incremento de ambos 

produjo un incremento en la letalidad del nematodo y una disminución en la 

cantidad de movimiento total de éstos la cual se pudo relacionar directamente 

con la mortalidad. El análisis de la fluorescencia también evidenció el efecto de 

dosis y tiempo de exposición a H2O2 sobre los nematodos, incrementando la 

cantidad de ésta con el incremento de la intensidad del tratamiento. Este 

incremento de la fluorescencia evidenció el efecto que agentes como el H2O2 

tienen sobre los tejidos de C. elegans, la cual fue también relacionada 

directamente con la letalidad e inversamente con la cantidad de movimiento total. 

Así pues, mediante la aplicación de las técnicas de imagen de locomoción y 

fluorescencia se evidenció el uso de Caenorhabditis Elegans como indicador del 

daño oxidativo generado por el agente oxidante peróxido de hidrógeno. 

Palabras claves:  

Técnicas de imagen, locomoción, fluorescencia, C. elegans, daño oxidativo, H2O2, 

letalidad. 

 

Resum 

L'objectiu d'aquest treball va ser avaluar, a través de tècniques d'imatge com son 

la locomoció i la fluorescència, l'ús de Caenorhabditis Elegans com a indicador 

del dany oxidatiu generat per l'agent oxidant peròxid d'hidrogen. Per això, una 

vegada sincronitzats adults de C. elegans, van ser exposats a cinc 

concentracions de H2O2 (0, 1, 2, 5 i 7 mM) durant un temps de 1, 2 i 5 hores. 

L'efecte del H2O2 va ser avaluat a través de la quantificació de la locomoció 

(quantitat de moviment total) i de la fluorescència dels teixits danyats, així com 

pel comptatge dels individus morts (anàlisis de letalitat). Els resultats van mostrar 

un efecte de la dosi de H2O2 i del temps d'exposició sobre el comportament del 

C. elegans. Així, l'increment de tots dos va produir un increment en la letalitat del 

nematode i una disminució en la quantitat de moviment total d'aquestos la qual 

1 Instituto de ingeniería de alimentos para el desarrollo. Universitat Politècnica de 

València. Camino de Vera, s/n. E46022. València, España. 
 



es va poder relacionar directament amb la mortalitat. L'anàlisi de la fluorescència 

també es va evidenciar l'efecte de dosi i temps d'exposició a H2O2 sobre els 

nematodes, incrementant la quantitat d'aquesta amb l'increment de la intensitat 

del tractament. Este increment de la fluorescència va evidenciar l'efecte que 

agents com el H2O2 tenen sobre els teixits de C. elegans, la qual va ser també 

relacionada directament amb la letalitat i inversament amb la quantitat de 

moviment total. Així doncs, mitjançant l'aplicació de les tècniques d'imatge de 

locomoció i fluorescència es va evidenciar l'ús de Caenorhabditis Elegans com a 

indicador del dany oxidatiu generat per l'agent oxidant peròxid d'hidrogen. 

Paraules claus: 

Tècniques d'imatge, locomoció, fluorescència, C. elegans, dany oxidatiu, H2O2, 

letalitat. 

 

Abstract 

The objective of this proyect was evaluating, through imaging techniques such as 

locomotion and fluorescence, the use of Caenorhabditis Elegans as an indicator 

of oxidative damage generated as a result of the oxidant agent hydrogen 

peroxide. In order to achieve it, once synchronized adult strains of C. elegans, 

these strains were exposed to five different concentrations of H2O2 (0, 1, 2, 5 y 7 

mM) for a period of 1, 2 and 5 hours. The effect of H2O2 was evaluated though 

locomotion quantification (total movement amount) and the fluorescence of 

damaged tissues, in addition of the count of the dead individuals (lethality 

analysis). The results showed an effect in the lethality of the nematode and a 

decrease in the total amount of movement of these ones, which was linked to their 

mortality. The analysis of the fluorescence evidenced the effect of dose and 

exposure time to H2O2 over nematodes as well, increasing the amount of this with 

the rise of the intensity of the treatment. This increase of the fluorescence also 

showed the effect that agents as hydrogen peroxide have over the C. elegans 

tissues, which was directly linked to the lethality and inversely with the total 

movement amount. In conclusion, by application of imaging techniques of 

locomotion and fluorescence it was evidenced the use of C. elegans as indicator 

of oxidative damage generated by the oxidant agent hydrogen peroxide. 

Key words: 

Imaging techniques, locomotion, fluorescence, C. elegans, oxidative damage, 

hydrogen peroxide, lethality.  
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1 INTRODUCCIÓN 

El oxígeno es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los 

organismos aerobios puesto que participa en diversas reacciones de oxidación, 

incluyendo la respiración. Durante estos procesos el oxígeno molecular se 

reduce, dando origen a las llamadas especies reactivas de oxígeno (ROS), las 

que en su mayoría son radicales libres (González et al., 2000). Los daños 

oxidativos que se producen en los organismos biológicos al exponerlos ante un 

agente oxidante son consecuencia de un desequilibrio entre los radicales libres 

y los antioxidantes necesarios para combatirlos, lo cual desencadena respuestas 

al estrés oxidativo en el organismo que causan daños en diversas estructuras 

biológicas. Este estrés aparece debido al exceso de radicales libres (moléculas 

altamente reactivas que contienen oxígeno) en las células provocando un 

deterioro celular que favorece diferentes patologías al alterar el metabolismo de 

células, proteínas o ADN (Bokov et al., 2004, Brys et al., 2007, Harman, 1956). 

Las especies reactivas de oxígeno que se forman por la reducción secuencial 

del oxígeno (O2) derivan en la formación de peróxido de hidrógeno (H2O2) que 

finalmente genera el radical hidroxilo (*OH) (Sakamoto & Imai et al., 2017). Para 

evitar los daños oxidativos que puede ocasionar el peróxido de hidrógeno, en las 

células hay varios mecanismos endógenos involucrados como son la acción de 

las catalasas (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPO) (Crichton et al., 2002, 

Halliwell, 2011, Imlay, 2011, Sies, 2017). Las ROS son moléculas 

extremadamente reactivas, con una vida corta que resultan muy difícil de medir 

directamente in vivo en muestras biológicas. Por ello, se busca desarrollar, 

mediante mediciones indirectas de los niveles de ROS, un método simple con el 

menor procesado que permita ser un buen indicador del daño oxidativo (Okoye 

et al., 2022). Las técnicas para evaluar el estrés oxidativo se centran en 

instrumentales y en modelos biológicos. Existen varias técnicas instrumentales 

que evalúan el estrés enfocadas en la capacidad antioxidante y en otros aspectos 

del daño oxidativo como pueden ser: i) la cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC), empleada en la medición de biomarcadores específicos de daño 

oxidativo en el ADN (Chiorcea, 2022), ii) la espectrofotometría en métodos como 

el ensayo de TBARS (sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico) que miden 

productos de la peroxidación lipídica (Osyczka et al., 2023), iii) ensayos de 

fluorescencia que mediante sondas fluorescentes miden especies reactivas al 

oxígeno (ROS) y su actividad antioxidante (Zhang et al., 2022), iv) 

quimioluminiscencia, que evalúa la presencia de radicales libres y la capacidad 

antioxidante total (Rubio & Cerón, 2021), v) microscopía de fluorescencia que 

permite visualizar las ROS y daños oxidativos en tejidos y células (Habibalahi et 

al., 2020, Murphy et al., 2022). Cada técnica tiene sus ventajas y limitaciones para 

cada muestra en función de la naturaleza del análisis y recursos disponibles. A 

menudo, se emplean varias técnicas complementarias para obtener una 
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evaluación más completa sobre el estrés oxidativo causado en un sistema 

biológico.  

Respecto a las técnicas para evaluar el estrés oxidativo en modelos biológicos 

también existen diferentes modelos, como son el uso de células, levaduras, 

Drosophila, pez cebra o el nematodo Caenorhabditis elegans (Zhu et al., 2022). 

C. elegans ha sido escogido en numerosos estudios como organismo modelo por 

ser un organismo multicelular eucariota con el genoma codificado 

completamente, de tamaño pequeño con un ciclo de vida corto que permite 

realizar procedimientos experimentales con bajo coste. Este nematodo es un 

organismo relativamente simple con semejanzas con organismos superiores. Fue 

elegido por sus notables ventajas frente a otros organismos tales como su 

simplicidad anatómica y genética. Es un nematodo transparente (se puede 

observar en microscopía sin diseccionar), no existen límites éticos para su uso 

experimental, un fácil manejo en el laboratorio y es sencillo de almacenar en 

incubadoras en grandes cantidades (Gottschling & Döring, 2019, Hunt et al., 

2020, Wang et al., 2022). Este nematodo, en realidad, puede explorar diferentes 

vías moleculares de estudio en el organismo al existir un alto grado de homología 

entre los genes humanos involucrados en diversos procesos celulares (Ayuda et 

al., 2020) como envejecimiento (Tissenbaum, 2015) o apoptosis celular (Lant & 

Brent, 2014) que hacen más susceptible al nematodo a patologías. Asimismo, 

este nematodo es uno de los organismos que se puede congelar y descongelar 

y sigue siendo viable en estudios posteriores logrando que se almacene durante 

un largo periodo. El nematodo se puede teñir con proteínas fluorescentes con el 

fin de visualizar proteínas o tejidos (Barettino et al., 2015). También, pueden ser 

sincronizados todas sus fases desde la fase L1 a la L4 (adultos), de manera que 

mediante un tratamiento con lejía se matan todas las fases que se encuentren 

quedándonos con los huevos, seguidamente se desecha la lejía y se lava con un 

tampón como puede ser el tampón M9 para diluirla (Ivanova & Moss, 2024, Patil 

& Van Zon, 2024). Otro rasgo destacable del nematodo es su gran población, 

puesto que la mayoría está formada por hembras hermafroditas que se 

autofecundan y dan lugar a las futuras poblaciones. Por consiguiente, facilitan 

bastante su expansión y mantenimiento de cepas de C. elegans (Migliori et al., 

2023). El C. elegans es un modelo con un gran potencial para evaluar la respuesta 

ante agentes oxidantes como el agua oxigenada. El H2O2 inflige daño a las 

macromoléculas que son vitales para la salud y supervivencia celular (Schiffer et 

al., 2021). Es por ello que el C. elegans se utiliza como modelo vivo midiéndose 

las especies reactivas al oxígeno y así, detectar y mostrar la presencia de ROS 

en sus tejidos y células (Calabria et al., 2020; Zenin et al., 2022), o someterlo a 

H2O2 para ver los efectos sobre la pérdida de movilidad (Kumsta et al., 2010).  
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FIGURA 1. Fotografía del C. elegans al microscopio óptico (Leaver, 2020). 

 

En la actualidad, las técnicas de análisis de imagen son fundamentales para 

el estudio de la biología y fisiología a nivel experimental. Estas técnicas permiten 

la recopilación y análisis de datos durante los experimentos generando un 

poderoso enfoque para mejorar su aprovechamiento y comprensión de los 

resultados. Esto es posible cuando se aplican técnicas e instrumentos que 

recogen grandes cantidades de datos para aplicar el análisis de datos, reducir 

tiempos y costes de análisis (Puchalt et al., 2020). El análisis de imágenes 

representa un conjunto de técnicas que potencian el estudio de los impactos 

físicos y químicos sobre organismos, células o tejidos. Las tecnologías de 

imágenes permiten captar y estudiar una cantidad considerable de muestras para 

dilucidar la toxicidad in vivo de ciertas partículas como puede ser el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) en animales y ver los efectos que originan y los cambios 

morfológicos y funcionales que se ocasionan (Espino et al., 2020, Mathew et al., 

2012). Además, estas técnicas de imagen pueden emplearse de manera 

complementaria a estudios experimentales para proporcionar una evaluación 

integral de la toxicidad de las partículas en ratas, permitiendo una mejor 

comprensión de los mecanismos subyacentes (Kostyuk et al., 2020, Zhang et al., 

2020, Zeidan & Noori Raddam, 2021).  

En el caso de C. elegans,  se han aplicado distintos tipos de técnicas de 

análisis de imagen, algunas de las más comunes son el seguimiento de 

movimiento de vídeo, donde se graban videos de grupos de C. elegans con 

movimientos aleatorios en placas de agar o en medios líquidos para luego, con 

un sofware especializado para el seguimiento eficiente de múltiples animales y 

análisis de movimiento evaluar la velocidad de movimiento de cada nematodo en 

un tiempo determinado, la distancia recorrida y la trayectoria que forman. A su 

vez, durante la locomoción del C. elegans este sofware genera imágenes 

desordenadas con variaciones de iluminación. El estudio experimental del C. 

elegans facilitaría la evaluación de diversos factores llegando hasta la 

investigación de procesos biológicos subyacentes (Brown et al., 2013, Geng et 

al., 2004, Tsechpenakis et al., 2008, Wang & Wang, 2013). Otra técnica de análisis 

de imagen aplicada es el uso del microscopio de fluorescencia que permite 

visualizar procesos biológicos en tiempo real en organismos vivos mediante la 
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detección de señales fluorescentes siendo útil a nivel celular y en la fisiología en 

modelos animales (Kelley et al., 2020, Lu et al., 2023, Tjahjono et al., 2020).  

Algunos artículos como Feng et al., 2004, Cronin et al., 2005, y más 

recientemente Verdú et al., 2020, 2021a, 2021b y 2022, proporcionan una base 

sólida para comprender mejor las técnicas de análisis de imagen empleadas en 

estudios sobre el comportamiento de los animales para estudiar patrones de 

movimiento y mortalidad en el C. elegans, vislumbrar mecanismos subyacentes 

del estrés oxidativo y su impacto en organismos vivos, así como claros ejemplos 

de su aplicación en el ámbito científico. 

 

2 OBJETIVOS 

Evaluar a través de técnicas de imagen (locomoción y fluorescencia) el uso 

de Caenorhabditis Elegans como indicador del daño oxidativo generado por el 

agente oxidante peróxido de hidrógeno. 

 

3 MATERIAL Y MÉTODOS 
 

3.1 Material 

En el estudio se empleó la cepa salvaje de Bristol Caenoradibitis elegans N2 

como modelo biológico. El nematodo fue cultivado y crecido en placa con medio 

NGM (nematode growth medium) sembrado con E. coli OP50 a 20ºC (Brenner, 

1974). Para los ensayos se trabajó con el estado larvario L4 del nematodo, lo que 

implicó la sincronización de estos mediante hipoclorito sódico la cual se realizó 

siguiendo el método descrito por Verdú et al., 2022 y que posteriormente se 

describe. Finalmente, el estudio de locomoción, letalidad y fluorescencia se 

efectuó en medio líquido utilizándose como tampón el M9 (Xiao et al., 2023). 

 

3.2 Procedimiento experimental 

Inicialmente y con la finalidad de incrementar la población inicial de 

nematodos, se procedió a la transferencia de pequeñas porciones de agar con 

nematodos a otras placas de agar. Una vez obtenida una masa importante, se 

procedió a su sincronización, es decir, tener individuos nacidos a la vez y por 

tanto alcanzar todos el estadio L4. Se prepararon 20 mL de una solución 

blanqueante (NaOH 1,6 M; NaClO 2,5 % (15 % de pureza); agua destilada) de 

lejía. Esta solución desintegra el cuerpo del nematodo, pero no destruye los 

huevos debido a la capa impermeable formada en la cáscara del huevo formado 

tras la fertilización del embrión en su desarrollo de forma independiente (Verdú 

et al., 2022). 
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Para ello, primero varias placas de agar NGM y nematodos, en todas sus fases 

de su ciclo vital, se lavaron con 1,3 mL de tampón M9. Este contenido fue 

transferido a tubos Eppendorf de 1,5 mL. Para eliminar restos de suciedad 

presentes en el medio, los tubos se centrifugaron (1500 rpm, 1 min) y se eliminó 

el sobrenadante. El pellet, formado únicamente por nematodos, se lavó con 1,1 

mL de la solución blanqueante de lejía preparada previamente. Los tubos se 

agitaron manualmente durante 7-10 minutos hasta que los cuerpos de los 

nematodos se desintegraron, quedando únicamente los huevos. Esto se 

consiguió mediante la visualización periódica con una lupa. Posteriormente se 

adicionaron 200 µL de tampón M9 para paralizar el efecto de la solución 

blanqueante. A continuación, los huevos se centrifugaron y se lavaron con 1,3 

mL de tampón M9, para eliminar los posibles restos de la solución blanqueante. 

Se centrifugaron de nuevo y se lavaron con 500 µL de tampón M9. Finalmente, 

se transfirieron a placas Petri con agar NGM y E.coli OP50, incubándose a 20o C, 

durante 2-3 días hasta obtener una población sincronizada del nematodo en 

estado larvario L4. 

3.3 Ensayos toxicológicos 

Los efectos de la exposición de C. elegans a H2O2 se evaluaron utilizando 

técnicas de imagen. Se prepararon cinco concentraciones de H2O2 (0, 1, 2, 5 y 7 

mM) en tampón M9 a las que se les incorporó, en función del estudio, una masa 

de C. elegans estimada de estudios previos, incubándose a tiempos de 

exposición 1, 2 y 5 horas.  

 

3.3.1 Ensayo de locomoción 

El ensayo se centró en evaluar el impacto del H2O2 en la capacidad de 

movimiento de C. elegans mediante técnicas de seguimiento con videos. Para 

ello, los nematodos sincronizados en fase adulta L4 de varias placas de agar 

NGM, se lavaron con 2 mL de tampón M9 y se transfirieron a tubos Eppendorf de 

1,5 mL. Estos se centrifugaron (1500 rpm, 1 min) y se lavaron de nuevo con 1 mL 

de tampón M9, con el fin de eliminar restos de suciedad presentes en el medio. 

Se creó una población conjunta formada por los nematodos obtenidos de varias 

placas. A continuación, se prepararon diferentes disoluciones en función de la 

concentración de H2O2 y el tiempo de exposición al nematodo, en un volumen 

total de 500 µL. Estas se formaron a partir de 50 µL de la población de nematodos 

en tampón M9, la cantidad de H2O2 correspondiente en cada concentración y un 

volumen de tampón M9 hasta alcanzar el volumen total. La población aproximada 

de nematodos en cada caso fue de 20 nematodos. Una vez preparadas todas las 

disoluciones, se traspasaron 0,2 mL de cada una, por duplicado, a placas de 24 

pocillos Costar (Corning ® 3526 Costar ® 24-Well Flat Bottom). Estas se 
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incubaron a 20 oC durante los tiempos de exposición establecidos (1, 2 y 5 h). 

Una vez transcurrido el tiempo, se estudiaron los efectos del H2O2 en la 

locomoción del nematodo. El ensayo se realizó en 5 experimentos 

independientes y cada uno fue llevado a cabo por duplicado. Los controles 

negativos y positivos fueron incluidos. 

El ensayo de locomoción se realizó con un dispositivo controlado por el 

ordenador para la adquisición de imágenes. Este constaba de una cámara 

(Logitech C920 HD Pro Webcam, LogitechEurope S.A., Suiza) colocada 

perpendicularmente a 3,5 cm de una fuente de luz generada por una pantalla 

TFT-LCD de 7” (NHD-7.0 OLED, Newhaven Display Intl, IL, EE.UU.). Ambos 

elementos se introdujeron dentro de una cámara aislada de luz (20*20*20 cm). 

Las placas de 24 pocillos con nematodos se colocaron entre la cámara y la fuente 

de luz. Los vídeos fueron capturados a 30 fps en formato RGB y con una 

resolución de 1080-720 píxeles. El análisis de imágenes se realizó con el paquete 

de procesamiento de imágenes de Fiji (Schindelin et al., 2012). Para el 

procesamiento de imágenes y adquisición de datos, se capturaron, por 

duplicado, vídeos de 30 segundos para cada concentración de H2O2 y tiempo de 

exposición (figura 2). 
 

 

FIGURA 2. Imagen captada por el equipo sobre la que se realiza la grabación. 

 

A continuación, los vídeos se cortaron en 900 imágenes (figura 3) y se crearon 

GIFs. A partir de estos, se obtuvieron datos de los cambios de movimiento de un 

píxel respecto al píxel anterior. Posteriormente, se llevó a cabo una normalización 

de los datos, con el fin de eliminar la dependencia del número de nematodos 

inicial, obteniendo rangos de cantidad de movimiento. Seguidamente, se crearon 

histogramas de frecuencia a partir de estos datos procesados del 

comportamiento de C. elegans. La matriz de datos de los histogramas se analizó 

estadísticamente mediante un Análisis de Componentes Principales (PCA), para 

reducir la dimensionalidad de la matriz y concentrar la variabilidad de los datos 
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en un menor número de variables, llamadas Componentes Principales (PC). La 

información de los PCs queda recogida en los scores.  

 

 

FIGURA 3. Esquema visual de la segmentación de los videos en imágenes a lo largo del tiempo. 

 

3.3.2 Ensayo de letalidad 

El ensayo de letalidad se realizó con la finalidad de evaluar el efecto del H2O2 

sobre la mortalidad de C. elegans. Las exposiciones se llevaron a cabo en medio 

líquido (tampón M9) siguiendo el protocolo de Meneely et al., 2019.  

Primero, se lavaron varias placas de agar NGM con nematodos sincronizados 

en fase adulta L4, con 2 mL de tampón M9. Estos se transfirieron a tubos 

Eppendorf de 1,5 mL y se sometieron a una centrifugación (1500 rpm, 1 min). A 

continuación, los pellets restantes se lavaron de nuevo con 1 mL de tampón M9, 

con el fin de eliminar restos de suciedad presentes en el medio. Se creó una 

población conjunta de nematodos obtenidos de las diferentes placas. 

Seguidamente, los nematodos se expusieron a las diferentes concentraciones de 

H2O2 y tiempos de exposición. Después, se prepararon diferentes disoluciones 

en tubos Eppendorf de 1,5 mL, en un volumen total de 250 µL. Estas se formaron 

a partir de 20 µL de la población de nematodos en tampón M9, la cantidad de 

H2O2 correspondiente en cada concentración y un volumen de tampón M9 hasta 

alcanzar el volumen total. La población aproximada de nematodos en cada caso 

fue de 100 nematodos. 

Los tubos se incubaron a 20 ºC durante los tiempos de exposición 

establecidos (1, 2 y 5 h). Una vez transcurrido el tiempo, se contaron los 

nematodos vivos y muertos mediante una inspección visual con lupa. Para ello, 

con una pipeta se fueron poniendo gotas de las disoluciones en placas de Petri 

y se fueron realizando recuentos del nematodo. Este fue contado como muerto 

si al tocarle con una punta metálica no había movimiento. Los resultados se 

expresaron como porcentaje de nematodos muertos.  El ensayo se realizó en 5 

experimentos independientes y cada uno fue llevado a cabo por duplicado. Los 

controles (no tratados) negativos y positivos fueron incluidos en el ensayo. 



 

8 
 

3.3.3 Ensayo de fluorescencia 

Los ensayos de fluorescencia se llevaron a cabo para identificar si existían 

tejidos dañados por el efecto del H2O2 y si había una posible relación entre la 

cantidad de fluorescencia (tejido dañado) y la intensidad del tratamiento con 

H2O2. En este primer estudio, solo se pretendió evaluar la capacidad del ensayo 

con la finalidad de poderlo utilizar en sucesivos ensayos.  

En este ensayo se analizaron al menos 100 nematodos adultos (L4) 

sincronizados. Su exposición al H2O2 se llevó a cabo de la misma manera que en 

el ensayo de letalidad. Transcurrido el tiempo de exposición al agente, los 

nematodos se transfirieron a 100 µl de una solución de reactivo de H2DCFDA 

(dicloroacetato de diclorofluoresceína) y se incubaron a temperatura ambiente 

durante 10 minutos. Este compuesto es un indicador de estrés oxidativo general 

que penetra en las células de especies reactivas de oxígenos y genera 

fluorescencia. A continuación, los nematodos se centrifugaron (1500 rpm, 1 min) 

y se lavaron con 1 mL de tampón M9, para eliminar los restos de tinte en el medio. 

Finalmente, se observó la intensidad de fluorescencia creada por la exposición al 

H2O2 en el nematodo mediante un microscopio. Las imágenes observadas fueron 

capturadas y procesadas con la finalidad de determinar el área de fluorescencia 

de los nematodos. Los resultados se expresaron como porcentaje de área de 

intensidad de fluorescencia generada en C. elegans respecto al área total de la 

imagen. Todos los grupos fueron evaluados por duplicado. Los controles 

negativos y positivos fueron incluidos. 

 

3.4 Análisis estadístico 

Para el análisis de la matriz de datos de los histogramas procedente del 

estudio de movilidad, empleando la captura de imágenes, se utilizó la herramienta 

estadística multivariante PCA (Análisis de Componentes Principales). Esta 

permite reducir la dimensionalidad de la matriz y concentrar la variabilidad de los 

datos en un menor número de variables, llamadas Componentes Principales 

(PC). Para ello se utilizó el paquete informático PLS Toolbox, 6.3 (Eigenvector 

Research Inc., Wenatchee, Washington, EE. UU.), una extensión de la caja de 

herramientas en el entorno computacional Matlab 7.6 (The Mathworks, Natick, 

Massachusetts, EE. UU.). 

Los resultados de movilidad (scores) y letalidad se analizaron y compararon 

estadísticamente mediante el análisis de varianza con ANOVA multifactorial 

empleando el software Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, 

Inc., The Plains,Virginia, EE.UU), con el fin de evaluar si existían diferencias 

significativas entre las diferentes concentraciones de H2O2 y tiempos de 

exposición sobre el movimiento y la letalidad de C.elegans. El método utilizado 
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para discriminar entre las medias fue el de mínima diferencia significativa (LSD) 

de Fisher con un intervalo de confianza del 95 %. Los resultados finales fueron 

expresados como la media de las repeticiones ± la desviación estándar. 

4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Ensayo de locomoción 

El comportamiento locomotriz del Caeborhabditis elegans ha sido empleado 

en numeros estudios, en los que la modificacón en este es evaluado y 

caracterizado en base a los agentes a los que es expuesto (Feng et al., 2004; 

Verdú et al., 2020; Verdú et al., 2021a). Así, en el estudio, una vez obtenidos los 

videos en los que se captura su movimiento y segmentados estos en imágenes y 

formados los GIFs, se procedió a comparar las imágenes entre dos frames 

contiguos, es decir una con respecto a la anterior, a fin de evaluar la cantidad de 

pixeles diferentes entre ambas, siendo estos interpretados como cantidad de 

movimiento total de los nematodos. La figura 4, a modo de ejemplo, muestra los 

cambios en pixeles entre imágenes a lo largo de los 30 s de captura del video 

para cada ensayo. En la parte izquierda (A) de la figura 4 se muestran la cantidad 

de pixeles de cambio para C. elegans expuestos a concentraciones de H2O2 de 

0 mM a 0 h (control) y 1 mM durante 1 h de exposición. En el caso de la parte 

derecha (B) de la figura 4, se muestra para C. elegans expuestos a una 

concentración de 7 mM durante 1 h y 5 h de exposición. Los resultados reflejaron 

como la exposición del nematodo a peróxido de hidrogeno afecta a los cambios 

de movimiento siendo menor cuanto mayor fue la concentración de este (figura 

4A). Pero a la vez, el tiempo de exposición también ejerció efecto, siendo menor 

la variación de pixeles y por tanto el movimiento de los nematodos al 

incrementarse este (figura 4B).   

 

 

FIGURA 4. Cantidad de pixeles que presentan cambio entre dos frames contiguos a lo largo del 

estudio. A: C. elegans sin exposición a H2O2 (control) y a una concentración de 1 mM durante 1 

hora. B: C. elegans expuesto a H2O2 a una concentración de 7 mM durante 1 o 5 horas. 
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Si bien los resultados mostrados reflejaron un efecto a la intensidad del 

tratamiento con H2O2 al igual que estudios con extractos de semillas de Peganum 

harmala L. en los que también se observó un descenso con el incremento del 

nivel de exposición (Miao et al., 2020), con la finalidad de poderlos cuantificar se 

procedió a su normalización dado que la cantidad de cambio también podría estar 

ligada a la cantidad inicial de C. elegans. Para ello, se calculó el histograma de 

frecuencia, obteniéndose rangos de la cantidad de movimiento que originan los 

nematodos. La figura 5, a modo de ejemplo, muestra el histograma de frecuencia 

de C. elegans tras haber sido expuestos a peróxido de hidrógeno a una 

concentración de 0 mM (sin exposición), y 1 mM durante 1 h (figura 5A) y a 7 

mM durante 1 y 5 horas (figura 5B), al igual que se ha mostrado en la figura 

anterior (figura 4). Como se puede observar, el incremento en la concentración 

(figura 5A) generó una distribución más heterogénea del movimiento (menor pico 

y mayor base), el cual se aprecia mejor si observamos la respuesta para los 

nematodos expuestos durante una hora a 1 mM (figura 5A, línea roja) y 7 mM 

(figura 5B, línea verde). En el mismo sentido se apreció el efecto del tiempo 

(figura 5B) en la que el incremento del tiempo de exposición también generó 

mayor heterogeneidad del movimiento. Esta mayor heterogeneidad en el 

movimiento de los nematodos con el incremento de la intensidad del tratamiento 

podría ser debido a la dificultad que generaría en este la presencia de nematodos 

muertos, así como el efecto del propio tratamiento sobre cada uno de los 

individuos. 

 

 

FIGURA 5. Histograma de frecuencia de la cantidad de movimiento del C. elegans. A: C. elegans 

sin exposición a H2O2 (control) y a una concentracion de 1 mM durante 1 hora. B: C. elegans 

expuesto a H2O2 a una concentracion de 7 mM durante 1 o 5 horas. 

 

Una vez explorados los datos y evidenciado el efecto de la intensidad del 

tratamiento sobre la movilidad de C. elegans, se procedió a su cuantificación. 

Para ello se aplicó el análisis multivariante PCA, y los componentes principales 

obtenidos en este fueron analizados estadísticamente mediante un ANOVA 
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multifactorial teniendo en cuenta los factores concentración de H2O2 y tiempo de 

exposición. El resultado mostró como la PC1 con un 13.35% de la varianza fue 

suficiente para evidenciar el efecto de la intensidad del tratamiento en el 

movimiento. Asimismo, el análisis multifactor de la PC1 mostró el efecto de 

ambos factores (P<0,05), así como de su interacción. En la figura 6, se muestran 

los scores de la PC1 para los tres tiempos de exposición (1, 2 y 5 h) de cada una 

de las 5 concentraciones de H2O2 utilizadas (0, 1, 2, 5 y 7 mM). Como se puede 

apreciar, existe interacción de ambos factores disminuyendo el valor del score 

con el incremento del tratamiento tanto en concentración como en tiempo de 

exposición. Este menor valor del score estaría expresando la menor movilidad 

del nematodo por efecto del tratamiento la cual, como se ha comentado 

anteriormente podría deberse a un impedimento físico como consecuencia de la 

presencia de nematodos muertos y/o a un menor número de nematodos en 

movimiento.  

Con el fin de evaluar si este descenso en la movilidad está relacionado con 

una posible mortalidad de C. elegans, se procedió a realizar un estudio de 

letalidad. 

 

 

FIGURA 6. Scores de la PC1 del análisis de PCA realizado a partir de los datos de los histogramas 

de locomoción para C. elegans tratados a las diferentes concentraciones durante 1, 2 o 5 horas. 

Las barras negras verticales expresan diferencias significativas entre las muestras (ρ < 0.05). 

 

4.2 Ensayo de letalidad 

El recuento de nematodos permitió conocer la mortalidad de los mismos 

conforme se expusieron a peróxido de hidrógeno a dosis crecientes, 0, 1, 2, 5 y 

7 mM durante 1, 2 y 5 horas. El análisis estadístico multifactorial mostró un efecto 

de ambos factores (concentración y tiempo de exposición), así como el de su 

interacción. La figura 7 muestra el porcentaje de letalidad en función de ambos 

factores. Como se puede observar, el incremento de la intensidad del tratamiento 
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produjo un incremento en la mortalidad del nematodo la cual fue dependiente 

tanto de la concentración de H2O2 utilizada como del tiempo de exposición. 

 

FIGURA 7. Resultados de letalidad del porcentaje de muertos de C. elegans frente a la 

concentración (0, 1, 2, 5 y 7 mM) de H2O2 a lo largo del tiempo (1, 2 y 5 h). Las barras negras 

verticales expresan diferencias significativas entre las muestras (ρ < 0.05). 

 

Una vez evaluado el efecto del tratamiento sobre la mortalidad del nematodo, 

se procedió a examinar la relación que podría tener esta con el descenso de 

movimiento observado en el apartado anterior. Como se puede apreciar en la 

figura 8, en la que se muestra dicha relación, esta fue lineal. Este resultado estaría 

indicando que el descenso en el movimiento observado estaría ligado 

fundamentalmente a la mortalidad de los individuos y no tanto al impedimento 

físico que estos generarían sobre el movimiento de los vivos. 

 

 

FIGURA 8. Relación entre los scores de movimiento colectivo y la letalidad del C. elegans. 
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En base a este resultado, la aplicación de la técnica de captura de videos, con 

la finalidad de evaluar la cantidad de movimiento, podría utilizarse para respaldar 

el efecto que agentes como el H2O2 tienen sobre la mortalidad de C. elegans la 

cual ya fue observada en estudios (Ji et al., 2022; Morton et al., 2024) en los que 

al incrementar los niveles de ROS disminuía la esperanza de vida del modelo 

biológico.  

4.3 Ensayo de fluorescencia 

Finalmente, una vez evaluado el efecto del H2O2 sobre C. elegans se procedió 

a evaluar la posible existencia de tejidos dañados como consecuencia de este. 

Para ello, se evaluó la fluorescencia que generaba su acción sobre los tejidos. 

Como se ha comentado en materiales y métodos, en este estudio sólo se 

pretendió evaluar la capacidad del ensayo con la finalidad de poder ser utilizado 

en sucesivos ensayos. Así dicha fluorescencia se evaluó sobre los nematodos 

control, tratados a una concentración 1 mM durante 1 hora, y a 7 mM durante 1 

hora y 7 horas. La figura 9A, B, C y D, muestran respectivamente imágenes de 

fluorescencia de los nematodos tratados a dichas intensidades. Como se puede 

observar, con el incremento de la intensidad del tratamiento con H2O2 se produjo 

un incremento de la cantidad de fluorescencia presente en cada imagen, 

evidenciando el daño sobre los tejidos que genera la acción de H2O2. Si bien la 

cantidad de nematodos iniciales se cuantificó por aproximación, tal y cómo se 

detalla en materiales y métodos, dada que la diferencia en éstos es mínima se 

procedió a cuantificar la fluorescencia de forma absoluta. Para ello, las imágenes 

obtenidas fueron procesadas hasta lograr la segmentación del área de nematodo 

fluorescente (figura 9A, B, C y D con subíndices), Así, el porcentaje de área de 

fluorescencia con respecto al área total de la imagen para la muestra control fue 

de un 0 %, 1,42 % para la muestra con una hora de exposición a 1 mM, 5,38 % 

para los tratados el mismo tiempo pero con 7 mM de H2O2 y finalmente, del 10,47 

% para los tratados también a 7 mM pero durante 5 horas. Cuando se relacionó 

dichas áreas con los valores de letalidad (%) (figura 10A) y scores (figura 10B) 

para los mismos tratamientos se evidenció una gran linealidad con ambos. Este 

resultado evidenciaría que los daños sufridos en los tejidos del nematodo por 

efecto del H2O2 ejercen un efecto sobre su mortalidad la cual queda reflejada en 

la letalidad evaluada, pero también en la cantidad de movimiento captada por las 

cámaras.  

Así pues, el empleo de la evaluación de la fluorescencia generada por los 

nemátodos, a priori, podría ser también una herramienta útil para respaldar el 

efecto que agentes como el H2O2 tienen sobre la mortalidad de C. elegans Hu et 

al., 2021 y Fu et al., 2022 en sus estudios evaluando la capacidad antioxidante de 

flavonoides y la toxicidad del metoxaleno, respectivamente, también observaron 
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como la producción inducida de ROS también aumentaba significativamente la 

fluorescencia C. elegans. 

 

 

FIGURA 9. Imágenes de fluorescencia (ROS) tomadas a Caenorhabditis elegans adultos 

sincronizados. Se trataron con un tiempo de exposición y concentración de 1 h sin H2O2 (control) 

(A), 1 h con 1 mM H2O2 (B),1 h con 7 mM H2O2 (C) y 5 h con 7 mM H2O2 (D). Los subíndices en 

las letras expresan los sucesivos tratamientos de imagen para obtener las áreas de fluorescencia 

representativas de los nematodos. 

 

 

Figura 10. Relación entre el área de fluorescencia, la letalidad (A) y los scores de movimiento 

colectivo (B). 

 

5 CONCLUSIONES 

Los resultados de los ensayos mostraron un efecto de la dosis de H2O2 y del 

tiempo de exposición sobre el comportamiento del C. elegans. Así, el incremento 

de ambos produjo también un incremento en la letalidad del nematodo y una 

disminución en la cantidad de movimiento total de éstos la cual se pudo 

relacionar directamente con la mortalidad. 

El análisis de la fluorescencia también evidenció el efecto de dosis y tiempo 

de exposición a H2O2 sobre los nematodos, incrementando la cantidad de ésta 

con el incremento de la intensidad del tratamiento. Este incremento de la 

fluorescencia evidenció el efecto que agentes como el H2O2 tienen sobre los 

tejidos de C. elegans, la cual fue también relacionada directamente con la 

letalidad e inversamente con la cantidad de movimiento total. 
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Así pues, mediante la aplicación de técnicas de imagen como son la 

evaluación de la locomoción y de la fluorescencia se ha evidenciado el uso de 

Caenorhabditis Elegans como indicador del daño oxidativo generado por el 

agente oxidante peróxido de hidrógeno. 
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ANEXO I. RELACIÓN DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE 

DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA  AGENDA 2030 

 

Grado de relación del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). 

 

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No Proced e 

ODS 1. Fin de la pobreza.    X 

ODS 2. Hambre cero.    X 

ODS 3. Salud y bienestar.  X   

ODS 4. Educación de calidad.    X 

ODS 5. Igualdad de género.    X 

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.    X 

ODS 7. Energía asequible y no contaminante.    X 

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento económico.  X   

ODS 9. Industria, innovación e infraestructuras. X    

ODS 10. Reducción de las desigualdades.    X 

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.    X 

ODS 12. Producción y consumo responsables.    X 

ODS 13. Acción por el clima.    X 

ODS 14. Vida submarina.    X 

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.    X 

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sólidas.    X 

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.    X 

 

El actual trabajo presenta una alineación con el ODS N.º 9 ’’Industria, innovación 

e infraestructuras’’ puesto que contribuye en posibles aplicaciones del C. elegans 

a productos y la interacción de un sistema al estrés oxidativo fomentando la 

innovación. Además, en un menor grado este trabajo puede ayudar con el ODS 

N.º 8 ‘’Trabajo decente y crecimiento económico’’ permite trabajar 

adecuadamente en un entorno  en el que promover el desarrollo económico 

inclusivo y sostenible, y apoyar al crecimiento del país al conseguir métodos más 

eficaces que permiten conocer el grado de oxidación, por ejemplo en un control 

de calidad de un alimento y así, garantizar a toda la sociedad de alimentos 

saludables donde se han realizado los pertinentes controles de calidad de forma 

eficiente y correcta como se puede observar en el ODS N.º 3 ‘’Salud y Bienestar’’ 

que favorecen el bienestar en toda la población y les permite llevar una vida sana. 


