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ACRONIMOS

e UV: Radiacion ultravioleta.

e UVA: Ultravioleta (onda larga).

e UVB: Ultravioleta (onda media).

e ADN: Acido desoxirribonucleico.

e HUVEC: cultivo de células endoteliales de la vena de corddn umbilical.
e RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute.

e ADO: Modulador inmunolégico adenosina.

e VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

e PBS: Buffer fosfato salino.

e PCM: Medio condicionado pericito.
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RESUMEN

El melanoma es un tipo de cancer de piel, y dentro de estos es el mas agresivo, incluso
presentdndose en otros epitelios como el intestino y ojos. El melanoma para poder
alimentarse y oxigenarse requiere de un proceso llamado neovascularizacion, este ocurre
por angiogénesis que es la formacidn de nuevos vasos sanguineos a partir de preexistentes.
Dentro de los nuevos modelos de neovascularizacion no angiogenicos, se establece que las
células de melanoma son capaces de interactuar directamente con el flujo sanguineo y por
lo tanto con las fuerzas vasculares hemodinamicas, las cuales son el estrés de roce, la
tension ciclica y la fuerza de presién. Por esto el objetivo de este trabajo es determinar el
efecto de medios condicionados, derivados de células de melanoma, estimulados por
estrés de roce, en la migracion endotelial vascular. Para determinar esto se utilizé un
método de cultivo de células endoteliales de la vena del cordén umbilical (huvec) a partir
de las cuales se realizaron ensayos de migracién endotelial por herida frente a diferentes
medios condicionados los que se obtuvieron de la estimulacién de células de melanoma
por estrés de roce laminar y turbulento. Las imdagenes de cierre de la herida se analizaron
por el programa: Image J, a partir de esta metodologia los resultados que se obtuvieron
fue de medios de cultivos condicionados que permitieron establecer diferentes efectos de
migracidn endotelial. Las imagenes muestran en todos los casos un cierre de la herida lento
progresivo, pero no completo. Finalmente en los graficos también se ve reflejado el cierre
de las heridas en todos los medios, resaltando en ambos analisis una mayor y mas rapida
migracion de las células que se encontraban en el medio turbulento por sobre las células
con medio control y laminar, ademas estas Ultimas presentaron una migracién casi nula.
En conclusién los medios condicionados generados por estrés de roce en las células de
melanoma si alteraron la migracién de las células endoteliales, en comparacién con el

medio control.
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INTRODUCCION

El cdncer es un término que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo. Una caracteristica definitoria del cancer es la
multiplicacién rapida de células anormales que se extienden mas alld de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos.!
Normalmente las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células a medida
qgue el cuerpo las necesita, cuando estas envejecen o dafan se induce su muerte, sin
embargo en el cdncer este proceso se descontrola y en vez de producirse la apoptosis
celular estas siguen dividiéndose sin interrupcién formando masas llamadas tumores. Los
tumores que son cancerigenos son los malignos, los cuales tienen la capacidad de

extenderse a los tejidos cercanos e invadirlos.

Dentro de las grandes variedades de cancer que existen, el de piel es por mucho el mas
comun, y dentro de este, el tipo mas dafiino es el melanoma, pues tiene mas probabilidad
de crecer y propagarse.? El Melanoma es un tipo céncer de piel, que si bien es el menos
comun con respecto a la aparicidn es el mas letal representando del 1% a 3% de todos los
tumores malignos, este se trata de un tumor generalmente cutaneo, pero también puede
producirse en el intestino y el ojo y ocurre cuando hay una concentracién de melanocitos
malignos. Los melanocitos son los encargados de segregar un pigmento llamado melanina

el cual protege al organismo de los deterioros de la radiacién UV.

Hasta ahora hay dos causas principales del melanoma; Exposicidn a la radiacion UV de
la luz del soly las susceptibilidades genéticas. Las células epiteliales pueden absorber la luz

de UVA y de UVB, que causa danos y perjuicios a los dimeros llamados ADN de la pirimidina

1 Céncer, OMS. (s.f.). OMS . Obtenido de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/

2 Céncer de piel (American Cancer Society, s.f., pags. https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-
piel.html)


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/
http://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-
http://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-
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del ciclobutano. Las caracteristicas de la piel de los individuos, incluyendo el color,
pigmentacion y edad en la exposicion pueden también afectar al riesgo de melanoma. La
incidencia mas alta se considera en las poblaciones con la piel justa que viven en areas con

la alta exposicidn a la radiacion ultravioleta de la luz del sol.

Hay también algunas mutaciones de gen especificas que se asocian a una
susceptibilidad creciente para el melanoma. Una clase de mutaciones genéticas implica
cambios al gen de CDKN2A, que altera la estabilidad del factor transcriptivo p53 y causa el
apoptosis relacionado con el cancer. Los Individuos con una mutacién en el gen de MC1R
tienen un riesgo relativo dos a cuatro veces mas arriba que la poblacién en general de
desarrollar el melanoma. Este gen es muy comun y estd presente en todas las piezas de la

poblacién con el pelo rojo.

Algunas de las células cancerigenas pueden moverse a lugares distantes del cuerpo por
medio del sistema circulatorio o sistema linfatico y formar nuevos tumores lejos del
original, lo que se conoce como metastasis. Estas células atraviesan directamente la matriz
extracelular mediante la activacion de metaloproteinas y la inhibicion de cadherinas
(uniones adherentes), llegando asi al sistema circulatorio en donde promueven
angiogénesis en las células endoteliales, utilizando este medio, ademas, para nutrir las

células con el fin de incrementar en nimero, haciendo mas grande el tamafio del tumor.

Con el fin alimentar y oxigenar al melanoma altamente proliferativo se requiere un
proceso de neovascularizacién del tejido circundante. Normalmente la produccién de
neovascularizacion celular ocurre mediante un proceso llamado angiogénesis. El proceso
de angiogénesis es la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de preexistentes, para

esto hay factores (moléculas) que la promueven y dentro de los mas importantes se
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encuentran el modulador inmunolégico adenosina (ADO) y factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Durante muchos afios, se pensé que la vascularizacién tumoral progresaba
principalmente por un mecanismo angiogénico mediado sélo por células endoteliales. Sin
embargo, desde finales de los 90s, surgieron los conceptos de una microcirculacion
independiente del modelo clasico de angiogénesis, tales como la invasién vascular,
vasculogénesis y mimetismo vascular entre otros. Se ha reportado que el mimetismo
vascular esta asociado con la agresividad tumoral de varios tipos de melanoma. En el caso
de mimetismo vascular y vasculogenesis se establece que las células de melanoma son
capaces de interactuar directamente con el flujo sanguineo y por lo tanto con las fuerzas
vasculares hemodinamicas, las cuales son el estrés roce, la tensién ciclica y la fuerza de

presion.

El vaso sanguineo es una estructura hueca y tubular que conduce la sangre impulsada
por la accién del corazén, estd compuesto por 3 tunicas; la interna en la cual se encuentra
el endotelio, la membrana basal y la ldmina eldstica interna; la siguiente es la tunica media,
contiene el musculo liso y la lamina lisa y finalmente la dltima tunica es la externa. El vaso
estd expuesto a flujo sanguineo el cual consta de 3 diferentes fuerzas hemodinamicas

(estrés de roce, ciclica y presién).

Estrés de roce (SS): Fuerza paralela a la

célula.

Tension  Ciclica (TS): Fuerza de

estiramiento.

Fuerza de Presion (P): Fuerza hacia afuera,

dada porla presidon sanguinea.




Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

¢
%] UNIVERSIDAD DEL Bio-Bio Y
La Universidad de la Reqibn del Biobio

CsBASICAS

En situacidn fisioldgico, el estrés de roce experimentado por el endotelio es una

I”

funcién de la presion “axial”, que se produce cuando la sangre fluye a través del vaso y es
del orden de 0- 5 N/mZ2.El estrés de roce produce una amplia gama de eventos bioquimicos
intracelulares tales como: cambios de la orientacion de la célula con la direccién del flujo,
distribucién del citoesqueleto de la célula, produccién de sustancias vasoactivas y mejora
de la adhesion celular, detencion mitética, supervivencia celular, metabolismo de la
glucosa hacia un camino mas anaerdbico, formacién estrecha de la ensambladura, la
expresion de las enzimas asimétricamente localizadas y de los sistemas de transporte
mediados por portadores que engendran un fenotipo verdaderamente polarizado del
endotelio. En resumen esta es una fuerza hemodinamica que es particularmente

importante porque estimula la liberacidon de sustancias vasoactivas y cambia la expresion

génica, el metabolismo y la morfologia celular.3

Por lo tanto el estrés de roce podria tener un impacto potencial en aquellas células de
melanoma que logran atravesar la matriz extracelular y ubicarse en la pared interna del
vaso sanguineo. Actualmente hay escasa informacidn sobre el efecto directo de las fuerzas
de estrés de roce sobre el fenotipo de melanoma y la sefializacion derivada de este. En
consecuencia, el principal objetivo de esta propuesta es determinar el efecto directo de las
fuerzas de estrés de roce, y ver si existen en liberacién de sustancias al medio que sean

capaces de promover o inhibir angiogénesis endotelial.

3 (Vascular biology lab, s.f., pags. http://bio.au-kbc.org/faculty/suvro/SS-modf.htm)


http://bio.au-kbc.org/faculty/suvro/SS-modf.htm)
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HIPOTESIS

El estrés de roce en células de melanoma genera estimulos que alteran la migracion celular.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de medios condicionados derivados de melanoma estimulados por estrés de

roce, en la migracién endotelial vascular.

OBJETIVO ESPECIFICO

Generar estimulos (laminary turbulento) por estrés de roce en células de melanoma B16F10.
Obtener medios condicionados desde células de melanoma estimuladas por estrés de roce.

Estimular células endoteliales con medios condicionados derivados de melanoma.

ASERNEE NN

Analizar el efecto de medios condicionados sobre la migracién de células endoteliales.

10



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

¢
%] UNIVERSIDAD DEL Bio-Bio Y
La Universidad de la Reqibn del Biobio

CsBASICAS

MATERIALES Y METODOS
1. PROTOCOLO CULTIVO HUVEC.

Este procedimiento se realizd para obtener células endoteliales para ser utilizadas en

posteriores ensayos, y se ejecutd de la siguiente forma:

Primero se debe encender cdmara de flujo laminar, rociar con etanol al 70% y limpiar, se
introduce todo el material en la cdmara para luego encender el UV por 15 min, luego se
coloca una bolsa dentro de la bandeja de desechos orgdnicos junto a la cdmara. Después se
introduce el cordén dentro de la bandeja, se seca con papel absorbente y con pinza
anatémica ubicar la vena umbilical de algunos de los extremos, se introduce la canula en la
vena umbilical y se amarra firme con el hilo de volantin. Posteriormente se coloca cera de
60 ml de PBS tibio en el vaso precipitado estéril, se lava suavemente la vena con 40 ml de
PBS conectando la jeringa a la canula, luego se debe canular el otro extremo y lavar con 20
ml de PBS. Se introduce colagenasa tipo 2 en una jeringa se conecta en un extremo y la otra
jeringa en el otro extremo y eliminar el PBS que queda dentro del lumen de la vena, se debe
hacer pasar de un lado a otro la colagenasa hasta que la vena quede llena. Se situa el corddn
sobre papel de aluminio y se coloca en la estufa a 372C por 10 min, mientras la colagenasa
actua se debe limpiar el area de trabajo y colocar dentro de la campana dos tubos de 15ml
estériles con etanol. Pasado los 10 min del cordén dentro de la estufa este de recuesta y se
comienza a masajear suavemente, después con una jeringa en alto y otra abajo, se hace fluir
la colagenasa de un extremo a otro un par de veces, para poder arrastrar todas las células
desprendidas. Se aspira la colagenasa por uno de los extremos y se vacia a un tubo falcén de
15 ml, después colocar mds menos 10 ml de PBS en el cordén y masajear nuevamente,
realizar el mismo procedimiento que con la colagenasa y colocar en el mismo tubo que se
habia recolectado la colagenasa que se recuperé del cordén. Se debe tapar el tubo falcén y
centrifugar a 1400rpm por 10 min. Mientras se centrifuga, limpiar el area de trabajo, colocar

una placa de 60mm de diametro y poner mas menos 20 ml de gelatina. Pasado los 10 min
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retirar el tubo de la centrifuga y eliminar el sobrenadante por el lado contrario al del pellet,
agregar 2 ml de PCM vy repipear 5 a 8 veces para soltar bien las células. Se debe eliminar la
gelatina que queda en la placa de 60mm y agregar las células tapar bien y rotular. Se coloca
la placa dentro de la incubadora y dejar de 24 a 48 horas para recambio de medio, por ultimo

limpiar el area de trabajo y lavar material sucio.

2. CAMBIO DE MEDIO

24 a 48 horas posterior al cultivo celular, las células deben ser lavadas, verificando la
confluencia bajo microscopio (deben llegar al 90% como maximo) se cambia el medio si la

confluencia es baja. Caso contrario plaquear a una placa de 100.

Se coloca a entibiar PBS estéril y PCM, antes de utilizar la cdmara se debe limpiar con
etanol y dejar en UV por 10 min, posterior a eso se enciende la camara de flujo laminar e
introducimos la plaza, PBS, PCM tibios y un vaso de precipitado para eliminar desechos.
Destapar la placa, sin tocar la boca del frasco de PBS 1X (estéril) con la placa, dejar que el
PBS 1X caiga muy lentamente en la placa, tratando de que quede inclinada. Con movimientos
suaves y circulares lavar 3 veces las células, luego se miran al microscopio para verificar
confluencia. Finalmente dejar 2 ml de PCM para placa de 60 o 5 ml para placa de 100 ml

(depende del cordén: patoldgico, normal, placenta y el tipo de PCM)

3. PROTOCOLO DE TRIPSINIZACION Y PLAQUEO A WELLS

Una vez que la placa de 100mm ha alcanzado un 90% de confluencia las células deben ser
plagueadas para evitar que se despeguen. Para ello seguimos con el siguiente

procedimiento:
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Se pone a descongelar a temperatura
ambiente 1ml de tripsina al 1%, luego se lavan las
células y después de haber lavado 2 veces con
PBS 1X se incuba con el ml de tripsina por 2-3
minutos a 372C. Posteriormente se saca de la
incubadora y se da un golpe firme para soltar las
células y se observa al microscopio. Enseguida se
coloca 1ml de PCM para recuperar las células de
la placa. Posteriormente con una micro pipeta se

agregan las células suspendidas a las Wells, se

agita suavemente para homogeneizar las células.

Se rodean las Wells con un volumen equivalente de PBS estéril para mantener humedad de
Well, se debe incubar en la estufa toda la noche, al dia siguiente se verifica el crecimiento
celular y disponerse a realizar el experimento. Debe haber un crecimiento a confluencia

maxima.
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4. MONTAIJE SHEAR STRESS

Para obtener el medio condicionado de las células de melanoma murino (B16F10), estas

fueron sometidas a flujo laminar, turbulento y control con el siguiente procedimiento:

Estrés de roce

Células melanoma
B16F10

Estatico Turbulento

o9 I
>®

N
/

°®

S - Migracion

Figura 1: Esquema de obtencion de medios condicionados, estatico, laminar y turbulento.

5. PROTOCOLO DE MIGRACION

v SCRATCH
Migracion celular: Para averiguar si los medios condicionados obtenidos con las células de

melanoma (B16F10) estimulado por estrés de roce laminar y turbulento aumentan in vitro la

migracion de células endoteliales se realizara un ensayo de herida. Para esto, se siembran

14
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las células HUVEC en placas de 24 pocillos, complementando el volumen con PCM. Cuando
estan 100% confluentes, las células se lavan y privan de suero durante la noche, transcurrido
este tiempo se realizé el raspado con una punta amarilla 200 ml (los pocillos se lavan con
PBS 1x), luego se agregan 200 pL del medio de cultivo condicionado (laminar, turbulento y
control) que se obtuvo en el ensayo de estrés de roce con las células de melanoma, se deja
incubar por 24 horas. Posteriormente se realizé un seguimiento de la migracién con
imagenes de raspado las cuales se capturaron con microscopio a diferentes horas (0, 2, 4, 7,

20, 30) con una ampliacién de 10x.

6. ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizé el software GraphPad Prism para los andlisis estadisticos. Los resultados de
este estudio se compararan por ANOVA de dos via, seguido por el post-test de Tukey’s para

la comparacién multiple de los datos. El nivel de significancia utilizado fue p <0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de realizar el experimento de migracién por SCRATCH que consistié en producir
una herida a células endoteliales que se encontraban en diferentes medios condicionados
(control, laminar y turbulento) y realizar una evaluacién al ensayo desde la hora 0, hasta la

hora 30; se obtuvieron los siguientes resultados:

HRS  CONTROL LAMINAR TURBULENTO

16
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HRS  CONTROL LAMINAR TURBULENTO
7

20

30

Figura 2: Imagenes del progreso de ensayo migratorio. 10x

Como se puede apreciar en las imagenes anteriores, a simple vista se demuestra que hay
una evolucidn positiva al cierre de la herida producida a las células endoteliales, en todos los
medios, pues esta se comienza a cerrar progresivamente hasta llegar a la hora 30 en donde
se puede ver un cierre casi completo. A pesar de esto no es posible saber verdaderamente
si estos datos son coherentes, debido a que al momento de tomar fotografias es dificil
obtener imagenes de la misma zona de la herida en cada hora, esto, producto de que el
microscopio no posee la capacidad de enfocar la totalidad de la placa para apreciar la herida
por completo, teniendo que realizar la toma de fotografias en distintas partes de la herida
con un aumento de 10x. Al momento de comparar el avance del cierre de la herida en los
diferentes medios (control, laminar y turbulento) se pudo observar que las células que

estuvieron expuestas al medio con flujo turbulento tuvieron un mayor cierre de la herida a

17
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la hora 30, en comparacién con las células de los otros dos medios a la misma hora, ademas
se puede apreciar que el migracion de las células en medio turbulento es mds andrquico que

el de las otras células que se encuentran en el medio laminar y control.

Luego de realizar el andlisis general a las imagenes obtenidas se procedié a estudiarlas
mediante un programa computacional (Image J) para realizar mediciones del diametro de las
heridas que se hicieron en los diferentes medios e inspeccionar si estas fueron cerrando con
el transcurso de las horas 0, 2, 4, 7, 20, 30 (ejemplo imagen anexo 1), con esto podremos
corroborar si hubo migracion de las células hacia el centro de la herida y ademds analizar
cual de los medios condicionados tuvo un mayor efecto sobre esta. Dando paso a los

siguientes resultados:

Tiempo (H)

Estatico Laminar Turbulento

Figura 3: Heat map del efecto de los medios condicionados sobre el cierre de la herida.
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El grafico heat map muestra la diferencia del efecto de los medios condicionados sobre el
cierre de la herida, en donde el color mds oscuro representa un mayor cierre de esta. Al
analizar los resultados de la figura 3 se puede observar que las células endoteliales
encontradas en el medio con flujo laminar tuvieron una muy baja migracion hacia el cierre
de la herida, en cambio las células que poseian el medio turbulento obtuvieron un mayor
cierre de la herida y con mas rapidez. Al comparar las células de estos medios condicionados
con las células del medio control se observé en estas ultimas que el cierre de la herida fue

mas continuo y coherente a través de las horas.

© 15+
o P
° -8 Estatico
e .
™ & |Laminar
» 1.0 =& Turbulento
5
()]
@
>
2 051
Q
(@]
(b))
©
L 0.0 T T T T T

0 2 4 7 20

Horas

Figura 4: Grafico de lineas del efecto de los medios condicionados sobre el porcentaje del cierre de

la herida en relacion al tiempo 0. (Analisis estadistico en anexo 2)
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En relacion a la figura numero 4 se puede observar que las células endoteliales tuvieron
una variacion con relacién al tiempo, es decir, mientras pasaban las horas el porcentaje de
cierre fue disminuyendo en todos los casos, esto nos indica que la herida fue cerrando
haciendo suponer que las células estan migrando hacia el espacio vacio que dejo la herida.
Respecto a los diferentes medios en donde se encontraban las células endoteliales podemos
decir que la influencia de estos en la angiogénesis fue diferente en el flujo laminar y
turbulento en comparaciéon con el medio control. Segun el andlisis estadistico utilizado para
comprar la hora 0 con los diferentes tiempos evaluados (2, 4, 7, 20) en cada medio, se pudo
observar en los resultados que las células endoteliales que se encontraban en el medio
turbulento tuvieron un avance del cierre de la herida estadisticamente significativo
comparando la hora 0 con cada tiempo. En cambio las células que se encontraban en el
medio con flujo laminar no presentaron diferencias estadisticamente significativas en todos

los casos, ademas tuvieron un porcentaje de cierre casi nulo y muy lento.

En la figura 4 se observa que las células endoteliales que se encontraban en el medio
control tuvieron un comportamiento diferente y mejor de lo esperado con relaciéon a los
medios condicionados, esto se ve reflejado en los resultados obtenidos de los graficos, en
donde se demuestra que estas células tienden a tener un cierre continuo y progresivo,
aunque no tan rdpido como se pudo observar en el caso de las células endoteliales del medio
con flujo turbulento, pero en cambio esta si obtuvo un mayor cierre de la herida que estas
ultimas en el andlisis de la hora 20. El andlisis realizado arrojo diferencias estadisticamente

significativas solo al comparar el tiempo 0 con el tiempo 7 y 20.

Segun los resultados arrojados en los graficos al relacionarlos con las imagenes del
microscopio presentan algunas diferencias, como por ejemplo en el control estatico, en
donde se ve que los graficos presentan un aumento del tamafio de la herida a la hora 2 lo
gue no se aprecia a simple vista en la figura 2. Otro caso seria las células endoteliales que se
encuentran en el medio laminar en donde los graficos demuestran que hay un progresivo,

pero muy leve cierre de la herida a diferencia de la figura 2 en donde se observa una
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migracion celular evidente. En cuanto al medio turbulento se puede observar que en los
graficos hay un cierre de la herida drdstico a la hora 2 el que luego en el transcurso del tiempo
se mantiene con pocas variaciones, lo que no es consecuente con las imagenes de la figura

2 en donde se aprecia un cierre lento y continuo, similar al medio control.

Al comparar en forma general los graficos con las imagenes obtenidas del microscopio
no se observa una coherencia, esto se puede deber a un error en la obtencién de muestra
de la imdagenes, en la entrada de luz natural hacia el microscopio, el no ser posible la
obtencién de imagenes en la misma zona de la herida en cada una de las horas analizadas
y/o el analisis de las imagenes, pues el programa utilizado para la medicién pudo no ser el

correcto.

En las metodologias descritas en trabajos cientificos sobre migracién la mayoria de estos
analisis obtienen un cierre de la herida en aproximadamente 24 horas, a diferencia de los
resultados descritos anteriormente en este trabajo en donde se demuestra que a la hora 20
no hubo un cierre significativo. Esta diferencia puede ser porque las células endoteliales
estaban sometidas en medio RPMI (medio de células de melanoma murino), el cual podria

no ser el adecuado para estas.

Finalmente decir que no se tomd en consideracién las fotografias de la hora 30 en los
analisis computaciones, esto producto de que los resultados de estas mediciones no fueron

los mas coherentes para la realizacion de las graficas, debido a una presunta muerte celular.
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CONCLUSION

Los estimulos generados por estrés de roce en las células de melanoma, permitieron
obtener los medios condicionado que fueron utilizados para lograr establecer las
diferencias entre el efecto del estrés de roce laminar y turbulento con respecto al

control.

Se realizé un ensayo de cierre de herida en células endoteliales, frente a los diferentes
medios condicionados. En Las fotografias de la migracién se observé que claramente
hay un cierre progresivo en el transcurso del tiempo en todos los tratamientos
realizados. El que fue visualmente mds notorio en el tratamiento turbulento en

comparacion con el medio condicionado laminar.

Las imagenes que se analizaron en el programa Image J demuestran que si hubo un
cierre progresivo de la herida representada por el porcentaje de cierre, en donde la
migracidon fue estadisticamente significativa en el medio condicionado turbulento,
seguido del medio control. Lo que en general es concordante con las imagenes de
microscopia. En contraste en el andlisis especifico hora por hora se observan algunas

diferencias entre las imagenes del microscopio y los graficos.

En base a los resultados obtenidos mediante diferentes analisis se acepta la hipdtesis,
debido a que los medios condicionados si poseen un efecto sobre la migracién de las
células endoteliales, este efecto varia en el flujo laminar y turbulento, viéndose mas

beneficiadas la migracidn en este ultimo en comparacién con el medio control.
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ANEXOS

1. ANEXO

Imagenes de analisis del programa imagen J para determinar el progreso del cierre de la herida de
las células endoteliales en los diferentes medios condicionados.

Hora 0, flujo laminar.
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¢ Results — O >
File Edit Font Resuls
|area [mean |min  |Max  |angle |Length ~

1 g17 86.026 60732 196.966 -0.140 8§16.00

Hora 2, flujo laminar.
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2. ANEXO

ANOVA de dos vias y un post-test de Tukey’s, en donde * es el nivel de significancia.

Within each column, compare rows (simple effects within columns).

Number of families 3

Number of comparisons per family 10

Alpha 0,05
Estatico

o o0
2
00‘

°99 9

CsBASICAS

|Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, [95,00% Cl of diff [Significant? [Summary

Adjusted P Value

Ovs. 2 -0,05306 -0,1825t0 0,0764 No ns
Ovs. 4 0,05253 -0,07692t0 0,182 No ns
Ovs.7 0,2716 0,1421t0 0,401 Yes *kokx
Ovs. 20 0,4408 0,3114t0 0,5703 Yes *kokx
2vs. 4 0,1056 -0,02387t0 0,235 No ns
2vs. 7 0,3246 0,1952t0 0,4541 Yes *kokx
2vs. 20 0,4939 0,3644t0 0,6233 Yes roAkE
4vs. 7 0,219 0,08959to 0,3485 Yes roAkE
4vs. 20 0,3883 0,2588t00,5178 Yes roAkE
7vs. 20 0,1693 0,03981 to 0,2987 Yes *x
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<0,0001
<0,0001

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,7817
0,7879

0,1629

0,0042
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Laminar

|Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, [95,00% Cl of diff |Significant? [Summary |Adjusted P Value

Ovs. 2 0,03504 -0,094421t0 0,164: No ns 0,9421
Ovs. 4 0,0648 -0,06466 to 0,194% No ns 0,6301
Ovs. 7 0,09947 -0,02999t0 0,228¢ No ns 0,2112
Ovs. 20 0,09858 -0,03087 t0 0,228 No ns 0,219
2vs. 4 0,02976 -0,0997 to 0,1592 No ns 0,9675
2vs. 7 0,06443 -0,06503 to 0,193¢ No ns 0,6352
2vs. 20 0,06355 -0,06591t0 0,193 No ns 0,6472
4vs.7 0,03467 -0,09479t0 0,164. No ns 0,9442
4vs. 20 0,03379 -0,09567 to 0,163. No ns 0,949
7vs. 20 -0,0008826 -0,1303t0 0,1286 No ns >0,9999
Turbulento

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, [95,00% Cl of diff |Significant? [Summary |Adjusted P Value

Ovs. 2 0,3919 0,2624t0 0,5214 Yes *kkK <0,0001
Ovs. 4 0,3313 0,2019t0 0,4608 Yes Hkkk <0,0001
Ovs.7 0,345 0,2156t0 0,4745 Yes *kokk <0,0001
Ovs. 20 0,327 0,1976to 0,4565 Yes okl <0,0001
2vs. 4 -0,06059 -0,19t0 0,06887 No ns 0,6869
2vs. 7 -0,04687 -0,1763 to 0,0825¢ No ns 0,849
2vs. 20 -0,06486 -0,1943to0 0,0646 No ns 0,6293
4vs. 7 0,01372 -0,1157t0 0,1432 No ns 0,9983
4vs. 20 -0,004268 -0,1337t0 0,1252 No ns >0,9999
7vs. 20 -0,01798 -0,1474t0 0,1115 No ns 0,9951
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