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Resumen
Las Ulceras crénicas de pie diabético (UCPD) son heridas que presentan alteracion celular y
desequilibrio bioquimico llevando a un retraso en la cicatrizacion y, en un 40% de los casos,
a estadios de necrosis y amputacién. Los tratamientos convencionales para las UCPD
usualmente son efectivos en un 50% de las veces; no obstante, en el caso de coberturas tipo
aposito, su efectividad se reduce dada la ausencia de una matriz para la proliferacion celular,
ademas de alterar la humedad en la herida, por tanto, surge la necesidad de formular
tratamientos con mayor eficacia en la cicatrizacion. En este proyecto se fabricaron hidrogeles
de celulosa bacteriana (CB) funcionalizados con factores de crecimiento derivados de plasma
pobre en plaquetas (PPP), con el fin de aprovechar las propiedades estructurales y
biocompatibles de la CB, ademas de las ventajas en la cicatrizacion de heridas
proporcionadas por los factores de crecimiento. Los hidrogeles de CB se obtuvieron después
de 7 dias de cultivo del indculo de bacterias Gluconacetobacter-xylinus bajo condiciones
estaticas en 3 medios de cultivo distintos (HS, MC y HSMC). Después de esto, las muestras
de dichos hidrogeles se impregnaron con soluciones de PPP a diferentes concentraciones (0,
25, 50, 75y 100%) durante periodos de 6, 12 y 24 h, y se estimo la capacidad de
inmovilizacién (C;) de factores de crecimiento para cada uno de estos tiempos.
Posteriormente se estudio la liberacion de factores de crecimiento inmovilizados en las
muestras mediante su incubacién a 37 °C en solucién de PBS durante 48 h, y se estimo la
capacidad de liberacién (C)) a las 4 y 48 h. Adicionalmente, se calcul6 el médulo de
compresion de los hidrogeles de CB funcionalizados con PPP, mediante ensayos de
compresion. Los resultados de la Ci indican que las muestras de hidrogeles cultivados en
medio HS inmovilizan una mayor cantidad de factores de crecimiento en comparacion con
las muestras producidas en los medios MC y HSMC, estas ultimas presentan valores de C;

similares. De igual manera, los hidrogeles de CB que presentan una mejor C, corresponden a



los obtenidos en medio HS. La Ciy la C; de los hidrogeles de CB funcionalizados se
relacionan directamente entre si, por lo cual los hidrogeles con mayor Ci, consecuentemente
son aquellos que presentan una mayor C,. A su vez, la Ci y la C son directamente
proporcionales a la concentracion de PPP y al tiempo de inmovilizacion. En cuanto al médulo
de compresidon se encontraron valores en los rangos de 0.27 - 2.77 MPa, 0.89 - 1.18 MPa'y
0.51 - 1.21 MPa para las muestras obtenidas en los medios de HS, MC y HSMC,
respectivamente. Se concluye que los hidrogeles de CB funcionalizados con PPP, en especial
los producidos en medio HS, podrian ser usados a futuro como potencial tratamiento para las
UCDP debido a su comportamiento de inmovilizacion y liberacion de biomoléculas benéficas
para la cicatrizacion de heridas y su similitud en cuanto al comportamiento mecanico en

comparacion con valores del mddulo de compresion del tejido nativo.

Palabras clave: Capacidad de inmovilizacién, capacidad de liberacién, celulosa bacteriana,

factores de crecimiento, hidrogeles.



Abstract
Chronic diabetic foot ulcers (CDFUSs) are wounds that present cellular alteration and
biochemical imbalance leading to delayed healing and, in 40% of cases, to stages of necrosis
and amputation. Conventional treatments for CDFUs are usually effective 50% of the time;
however, in the case of dressing-type coverage, its effectiveness is reduced given the absence
of a matrix for cell proliferation, in addition to altering the humidity in the wound, therefore,
the need arises to formulate treatments with greater effectiveness in healing. In this project,
bacterial cellulose (BC) hydrogels functionalized with growth factors derived from platelet-
poor plasma (PPP) were made, in order to take advantage of the structural and biocompatible
properties of BC, in addition to its advantages in wound healing. provided by growth factors.
The BC hydrogels were obtained after 7 days of cultivation of the Gluconacetobacter-xylinus
bacteria inoculum under static conditions in 3 different culture media (HS, MC and HSMC).
After this, the samples of said hydrogels were impregnated with PPP solutions at different
concentrations (0, 25, 50, 75 and 100%) for periods of 6, 12 and 24 h, and the immobilization
capacity (Ci) was estimated. of growth factors for each of these times. Subsequently, the
release of immobilized growth factors in the samples was studied by incubating them at 37
°C in PBS solution for 48 h, and the release capacity (C) was estimated at 4 and 48 h.
Additionally, the compression modulus of the BC hydrogels functionalized with PPP was
calculated by means of compression tests. The C; results indicate that the hydrogel samples
cultured in HS medium immobilize a greater amount of growth factors compared to the
samples produced in MC and HSMC media, the latter showing similar C; values. Similarly,
the BC hydrogels that present a better C; correspond to those obtained in HS medium. The C;
and C, of the functionalized BC hydrogels are directly related to each other, so the hydrogels
with the highest C; are consequently those with the highest C,. In turn, the C; and C, are

directly proportional to the concentration of PPP and at the time of immobilization.



Regarding the compression modulus, values were found in the ranges of 0.27 - 2.77 MPa,
0.89 - 1.18 MPa and 0.51 - 1.21 MPa for the samples obtained in the HS, MC and HSMC
media, respectively. It is concluded that BC hydrogels functionalized with PPP, especially
those produced in HS medium, could be used in the future as a potential treatment for CDFUs
due to their behavior of immobilization and release of beneficial biomolecules for wound
healing and their similarity in terms of mechanical behavior compared to values of the
compressive modulus of the native tissue.

Key Words: Immobilization capacity, release capacity, bacterial cellulose, growth factors,

hydrogels.
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Capitulo 1. Problema u Oportunidad
Introduccion

La diabetes es una enfermedad no transmisible de caracter metabdlico, en la cual los
niveles de insulina secretados por el pancreas no son adecuados, o son utilizados de manera
ineficiente por el organismo (Garcia Bello et al., 2016). La mas reciente proyeccion realizada
en Colombia estimo que para el afio 2018 alrededor de 3.3 millones de personas padecerian
de diabetes mellitus tipo 11, cifra que muestra una prevalencia de la enfermedad a nivel
nacional (L6pez et al., 2017).

Las Ulceras crdnicas de pie diabético (UCPD) corresponden a la principal
complicacién en pacientes con diabetes mellitus, este tipo de lesiones son causadas por
pérdida de sensibilidad y disminucion en la irrigacion sanguinea de los miembros inferiores
(Sangiovanni et al., 2018). La complicacion de las UCPD conlleva al desarrollo de gangrena
y por consiguiente a procesos de amputacion, los cuales generan un incremento entre el 50 y
68% en la posibilidad de muerte de los pacientes, transcurrido un periodo de 5 afios desde la
intervencion (Sangiovanni et al., 2018).

Dentro de los tratamientos comunes para combatir las UCPD se encuentra el
desbridamiento quirudrgico, terapia de presion negativa, alivianamiento de la presion en la
zona, productos topicos, antibiéticos, coberturas tipo aposito, entre otros. No obstante, en la
mayoria de los pacientes, los tratamientos convencionales presentan una eficacia que no
supera el 50% (Ribeiro et al., 2014), particularmente para el caso de las coberturas tipo
aposito, su efectividad es limitada debido a la alteracion que pueden producir en la humedad
de la herida y la carencia de un andamiaje que permita una anclaje y proliferacion celular
durante el proceso de cicatrizacion (Moffatt et al., 2004).

Teniendo en cuenta los limitantes de las tradicionales coberturas tipo apoésito, una

posible alternativa terapéutica para el tratamiento de las UCPD, corresponde a la
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implementacion de apdsitos tipo hidrogel a base de biomateriales con caracteristicas
estructurales y bioldgicas 6ptimas y funcionalizados con moléculas bioactivas. Por tales
motivos, la CB resulta ser un llamativo biomaterial gracias a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad, cristalinidad, capacidad de hinchamiento y nanoestructura, en la cual
puede darse la inmovilizacion de moléculas bioactivas dentro su red tridimensional, tales
como factores de crecimiento que estimulan la cicatrizacion (Dutta et al., n.d.; Fijul Kabir et
al., 2018).

En cuanto a las moléculas bioactivas para funcionalizacion de los apoésitos tipo
hidrogel, resulta llamativo traer a consideracion el plasma pobre en plaquetas (PPP), el cual
constituye un reservorio de moléculas bioactivas a pesar de su reducido nivel plaquetario
(Chellini et al., 2019). Dentro de dichas moléculas bioactivas se contemplan factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF- 1) y otro tipo de moléculas como la fibrina 'y el
fibrindgeno (Chellini et al., 2019), los cuales actian de manera conjunta en la promocion de
la migracion y adhesion celular durante procesos de cicatrizacion en los tejidos (Céceres et
al., 2012).

En consecuencia, este proyecto buscé la fabricacion de hidrogeles funcionalizados de
CB mediante la inmovilizacion de factores de crecimiento derivados de PPP, como posible

alternativa terapéutica a futuro en el tratamiento de las UCPD.
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Planteamiento del Problema

La diabetes es una enfermedad metabdlica, cronica y no transmisible, que se
caracteriza por una secrecion insuficiente de insulina en el pancreas o por la incapacidad del
organismo de utilizarla con eficacia (Garcia Bello et al., 2016). De acuerdo con la
Organizacion Panamericana de la Salud, se estima que 62 millones de personas en las
Américas padecen de diabetes mellitus tipo 1l (Diabetes - Organizacién Panamericana de La
Salud, n.d.). En el caso de Colombia, la proyeccidn mas reciente estimo cerca de 3.3 millones
de personas diabéticas para el afio 2018. Teniendo en consideracion estas cifras, es posible
afirmar que la diabetes representa un problema de salud pdblica en incremento y con poca
consciencia de prevencion (Lopez et al., 2017).

Una de las principales complicaciones de la diabetes es la aparicion de Ulceras
cronicas en sus miembros inferiores, conocidas como Ulceras cronicas de pie diabético
(UCPD), producidas por la disminucion de sensibilidad e irrigacion sanguinea en los tejidos
debido a la vasculopatia y neuropatia periférica (Sangiovanni et al., 2018). Asimismo, el 40%
de los pacientes con UCPD desarrollan gangrena (Arroyo LD & Burbaro JI., 2019), razén por
la cual deben someterse a procesos de amputacion, que incrementan la posibilidad de muerte
entre un 50 y 68% en los cinco afios posteriores a dicho procedimiento (Sangiovanni et al.,
2018).

En la Gltima década se ha avanzado en el manejo clinico de las UCPD, utilizando
métodos convencionales como los antibidticos, coberturas tipo aposito, terapia de presién
negativa, procedimientos quirurgicos, entre otros. No obstante, estos tratamientos pueden
llegar a fallar hasta en un 50% de las veces (Ribeiro et al., 2014). En el caso del uso de
apositos tradicionales, la efectividad del tratamiento se reduce debido a la ausencia de una
matriz que permita la proliferacion celular durante la epitelizacion y sustituya la matriz

extracelular (MEC) nativa. De igual forma, los recubrimientos tipo apdsito alteran el



17

equilibrio en la humedad de la herida, con lo cual se limita la migracion de fibroblastos,
queratinocitos y el proceso de angiogénesis en el tejido (Moffatt et al., 2004). En respuesta a
lo anterior, recientemente se han implementado diversos hidrogeles como posibles apdsitos
(Pozo, 2019); sin embargo, las caracteristicas de porosidad, biocompatibilidad y degradacion
de los materiales usados no garantizan la formacion de una estructura que permita una
adecuada proliferacién celular. Como resultado, teniendo en consideracion la baja tasa de
efectividad de los tratamientos actuales para las UCPD (Céceres et al., 2012), resulta
indispensable el desarrollo de alternativas terapéuticas que contribuyan eficazmente al
proceso de cicatrizacion de dichas lesiones.
Justificacion

Una alternativa para el tratamiento de las UCPD corresponde a los ap6sitos tipo
hidrogel funcionalizados con moléculas bioactivas, cuya elaboracién requiere de un material
biocompatible, no toxico, biodegradable y de facil disponibilidad; caracteristicas con las
cuales cuenta la CB, que a su vez podria actuar como un soporte para las células del tejido
(Dutta et al., n.d.). Distintos estudios han demostrado que la CB es un biomaterial que
permite la adhesion, crecimiento y proliferacion celular, debido a que presenta caracteristicas
morfoldgicas similares a las de proteinas involucradas en procesos de cicatrizaciéon, como el
colageno (Dutta et al., n.d.). En cuanto a la funcionalizacion de apdésitos, es importante
mencionar que diferentes agentes bioldgicos, como los factores de crecimiento que
promueven la cicatrizacién, pueden ser inmovilizados en la estructura reticulada de los
hidrogeles de CB (Saad Setta et al., 2011, Fijul Kabir et al., 2018).

En relacion con dichos agentes bioldgicos, el PPP se ha utilizado recientemente en
varios tratamientos de cicatrizacién de heridas (Saad Setta et al., 2011). A pesar de la baja
concentracion de plaquetas y un limitado nimero de factores de crecimiento, el PPP contiene

un reservorio de moléculas bioactivas, incluyendo el factor de crecimiento derivado de
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plaquetas (PDGF), y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), que generalmente
ayudan en la cicatrizacion de las lesiones (Chellini et al., 2019). Adicionalmente, el PPP
presenta niveles elevados de fibrina, la cual promueve la formacion de coagulos y la adhesion
celular (Chellini et al., 2019), destacando asi la efectividad del PPP en generar respuestas
bioldgicas en diferentes tipos de células, como fibroblastos, proosteoblastos y precondrocitos,
encargadas de estimular el proceso de curacion en varios tejidos y en la respectiva
remodelacion de la MEC (Céceres et al., 2012). Por consiguiente, se plante6 la fabricacion de
hidrogeles de CB funcionalizados con factores de crecimiento derivados de PPP, como una
posible alternativa terapéutica para el futuro tratamiento de las UCPD.
Pregunta Problema

¢Cudles son las condiciones para fabricar hidrogeles a partir de CB, que contengan
factores de crecimiento derivados de PPP con potencial uso para el tratamiento de UCPD?
Objetivo General

Fabricar hidrogeles de CB funcionalizados con factores de crecimiento derivados de
PPP con potencial uso en el tratamiento de UCPD.
Objetivos Especificos

1. Establecer un método para la inmovilizacion de factores de crecimiento derivados de
PPP en hidrogeles de CB, mediante la variacion de la concentracion de PPP y el
tiempo de inmovilizacion.
2. Evaluar la concentracion de proteinas totales inmovilizadas en los hidrogeles de CB
funcionalizados, al igual que sus propiedades mecéanicas, para la validacién de su uso

a futuro en el desarrollo de alternativas terapéuticas para UCPD.
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Capitulo 2. Marco Tebrico
La Piel humana y el Proceso de Cicatrizacion

La piel es el érgano de mayor extension en el cuerpo humano, su principal funcién es
actuar como una barrera de proteccion ante factores externos, tales como los agentes
microbianos, la temperatura, agentes quimicos, entre otros (Wong et al., 2016). Este 6rgano
esta formado por tres capas conocidas como epidermis, dermis e hipodermis (Figura 1). La
primera de ellas corresponde a la capa mas superficial de la piel y se encuentra compuesta por
queratinocitos y otorga al cuerpo proteccion frente a toxinas, bacterias y pérdida de liquidos
(Carmichael, 2014). La segunda capa es la dermis, la cual confiere elasticidad y firmeza a la
piel gracias a la presencia de colageno y elastina. Adicionalmente, debido a su alto flujo
sanguineo permite el transporte de gran cantidad de nutrientes a la epidermis (Wong et al.,
2016). La dermis, proporciona la mayor parte de la resistencia mecanica a la piel,
presentando una fuerza de cizallamiento y resistencia a la rotura que van desde 5 a 15 MPa en
la cara y hasta 27 MPa en la espalda (Gallagher et al., 2012). Finalmente, la hipodermis,
compuesta en gran medida por adipocitos, tiene un papel importante en el almacenamiento de
energia y en la homeostasis adiposa, ya que es particularmente rica en receptores acoplados a
proteinas G, que regulan la lipdlisis, la secrecion de adiponectina y leptina (Amisten et al.,
2015). Con respecto a las propiedades mecanicas, la hipodermis presenta una resistencia a la
traccion de 1 a 5 MPa (Saulis et al., 2002).

En términos generales, la piel se caracteriza por comportarse de manera anisotrépica y
viscoelastica, presentando un médulo de elasticidad que oscila entre los 5 kPa 'y 140 MPa
(Kaira et al., 2016). En cuanto a otras caracteristicas, diferentes estudios de proteémica han
demostrado la presencia de un diverso grupo de proteinas en la piel (entre 155y 174
proteinas), dentro de las cuales es posible destacar diferentes tipos de colageno, elastina,

queratinas, vimentina, actina, miosina, entre otras (Mikesh et al., 2013).
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Figural

Composicion de la piel humana

epidermis

dermis

hipodermis

Nota. Adaptado de Todo lo que tienes que saber sobre la piel, de ABS® Bimedica, n.d.

Cuando se produce una herida, la piel se regenera gracias a un mecanismo de
cicatrizacion compuesto de cuatro fases secuenciales, las cuales permiten reparar el tejido
cutaneo lesionado. Dicho mecanismo de cicatrizacion se inicia con la fase de hemostasia e
inflamacién, donde el vaso sanguineo se estrecha, causando una acumulacion de plaquetas
que forman un coagulo, y, por consiguiente, dan origen a la MEC. Luego comienza la fase de
proliferacion, en la cual se forma el tejido conectivo nuevo, dando paso asi a una fase final de
remodelacion, donde el colageno se remodela para el cierre completo de la herida (Alven &
Aderibigbe, 2020). En los pacientes diabéticos, sin embargo, este proceso de cicatrizacion
esta limitado debido a la enfermedad vascular, la reduccion del suministro de sangre y la baja
sensibilidad, por lo que las Ulceras pueden ser cronicas, es decir permanecen abiertas durante
largos periodos de tiempo. Es por ello que una de las complicaciones mas frecuentes son las
UCPD, donde la posibilidad de que la herida sea infectada por bacterias es mayor,
impidiendo el debido proceso de cicatrizacion de la lesion. En particular, la produccion de
proteasas por parte de las bacterias conlleva a la degradacion de elementos proteicos y, por
tanto, impide la accién de elementos polipeptidicos como los factores de crecimiento, que

promueven la regeneracion celular en el tejido (Paolini et al., 2006).
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Ulceras Cronicas de Pie Diabético

Las UCPD son una complicacion frecuente de la diabetes mellitus derivada de la
neuropatia y posible vasculopatia coexistente, la cual representa una morbilidad, mortalidad y
gastos sanitarios significativos. Las UCPD son heridas con alteracién celular y desequilibrio
bioquimico caracterizadas por presentar retraso en la cicatrizacion. Se estima que entre el 19
y el 34% de los pacientes con diabetes se ven afectados por una UCPD a lo largo de su vida;
acorde a la Federacion Internacional de Diabetes, se estima que 9.1 a 26.1 millones de
personas desarrollaran UCPD anualmente (Armstrong et al., 2017).

Sistemas de Clasificacion de las UCPD

Actualmente, existe una gran cantidad de sistemas que se utilizan para clasificar las
UCPD. Sin embargo, tanto la clasificacién de Meggit-Wagner como la clasificacion de Texas
son los sistemas de estadiaje mas utilizados para determinar el tratamiento a realizar, en
donde es posible obtener informacién y datos sobre la gravedad, profundidad e infeccion de
la herida y, en lo posible, un prondéstico del paciente respecto a posibles amputaciones
(Gonzalez de la Torre et al., 2012).

La clasificacion de Meggit-Wagner (Tabla 1) incluye el uso de 6 categorias o grados,
que describen los tipos de lesiones con una serie de caracteristicas, que pueden ayudar al
clinico a establecer el estadiaje. Los primeros tres niveles clasifican la herida de acuerdo con
su profundidad, el cuarto al grado de infeccion y los dos Gltimos al grado de necrosis. Por
otro lado, el Sistema de Clasificacion de Texas (Tabla 2) es un sistema que estudia el dafio
con base en dos criterios principales: la profundidad y la presencia de infeccion o isquemia.
De esta forma, la columna “estadio” de la matriz otorga una clasificacion a la herida de
acuerdo con el pardmetro de profundidad, asignando las letras: A) No presencia de infeccion

0 isquemia, B) Presencia de infeccidn, C) Presencia de isquemia, D) Presencia de infeccion e
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isquemia. Igualmente, las filas corresponden a la clasificacion con base al grado de infeccion
O, I, 'y 1) (Gonzalez de la Torre et al., 2012).
Tabla 1

Clasificacion de UCPD Sistema Meggit-Wagner

Clasificacion de Meggit-Wagner

Grado Lesion Caracteristicas
Callos gruesos, cabezas de
0 Ninguna, pie de riesgo metatarsianos prominentes, dedos en

garra, deformidades Gseas

| Ulceras superficiales Destruccion del espesor total de la piel

Penetra la piel grasa, ligamentos, pero

I Ulceras profundas sin afectar hueso, infectada

Ulcera profunda mas

I absceso (osteomielitis)

Extensa y profunda, secrecion, mal olor

Necrosis de una parte del pie o de los

v Gangrena limitada dedos, talon o planta

\ Gangrena extensa Todo el pie afectado, efectos sistémicos

Nota. Adaptado de “Clasificaciones de lesiones en pie diabético. Un problema no resuelto”
(p. 75-87), por H. Gonzales de la Torre et al., 2012, Gerokomos, 23(2).
Tabla 2

Clasificacion de UCPD Sistema Texas

Clasificacion de Texas

. Grado
Estadio
0 I I 1
. . - Herida
Lesiones pre 0 Herida superficial,
. . . penetrante
A postulcerosas no involucra Herida a tendon 2 UESO 0
completament  tenddn, capsula o 0 capsula . !
t articulacio
e epitelizadas hueso 0
B Infectada Infectada Infectada Infectada
C Isquémica Isquémica Isquémica Isquémica
Infectada e Infectada e Infectada e Infectada e
isquémica isquémica isquémica isquémica

Nota. Adaptado de “Clasificaciones de lesiones en pie diabético. Un problema no resuelto”

(p. 75-87), por H. Gonzales de la Torre et al., 2012, Gerokomos, 23(2).
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Alternativas Terapéuticas para las UCPD

En la actualidad, existen multiples alternativas terapéuticas disponibles e incluso en
proceso de investigacion, tales como terapias complementarias, que se han implementado
como practica estandar en el manejo de la UCPD. Estos incluyen: agentes de desbridamiento
no quirdrgicos, apdsitos y productos topicos, terapias de oxigeno, terapia de heridas con
presion negativa, bioproductos acelulares, injertos de piel, terapias energéticas y terapias
sistémicas (Westby et al., 2017).

Apositos Implementados en UCPD

Un ap0sito es una compresa estéril que se aplica en una herida con el principal
propdsito de brindar proteccidn y actuar como una barrera contra las fuerzas externas y
contaminantes, al tiempo de promover la absorcion del exudado alrededor del sitio de la
Glcera (Hilton et al., 2004).

En la actualidad, gran variedad de tipos de apdsitos se encuentra disponibles para
promover la cicatrizacion de heridas. Primeramente, se destacan los ap6sitos de alginato, los
cuales se derivan de las algas marinas y se presentan en forma de alginato de calcio o alginato
de sodio y calcio o &cido alginico. Estos forman un gel que puede absorber un gran volumen
de exudado de la herida a fin de evitar la maceracion de la piel y mantener un ambiente
himedo en la lesion. Por otro lado, existen apdsitos no adherentes o poco adherentes que se
utilizan con antibiéticos para proporcionar un ambiente himedo con propiedades
hipoalergénicas en la herida. En cuanto a los apositos hidrocoloides, estos crean un ambiente
humedo e hipdxico que puede facilitar la autolisis del material necrético. Sin embargo, son
apositos que principalmente se utilizan para prevenir, en lugar de tratar las infecciones dentro
de la herida. En el caso de los ap6sitos impregnados de antisépticos, como las preparaciones
de yodo, generalmente se usan por ser altamente absorbentes y, por lo tanto, ayudan a

prevenir la excoriacion de la piel en las Glceras que supuran moderadamente. Los apdsitos de
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espuma son otra opcidon muy comun para las UCPD, se aplican a heridas infectadas
localmente en combinacion con antibioticos sistémicos. Este tipo de apdsito tiene un amplio
rango de absorcion, proporciona aislamiento térmico y es facil de usar. Sin embargo, algunos
estudios han demostrado que las soluciones de yodo son tdxicas para los fibroblastos y los
queratinocitos (Damour et al., 1992; Balin & Pratt, 2002). Finalmente, estan los apdsitos
impregnados de plata, los cuales son antisépticos, absorbentes y se destacan por sus efectos
antimicrobianos o bactericidas sobre las heridas (Hilton et al., 2004).

Hidrogeles y Celulosa Bacteriana

Los hidrogeles son redes tridimensionales formados por una estructura polimérica
reticulada, que presentan propiedades de elasticidad, baja rigidez, alta capacidad de absorcion
y retencion de agua en sus estructuras intersticiales (Fijul Kabir et al., 2018). Los hidrogeles
son utilizados en la ingenieria de tejidos como apdsitos para heridas debido a su buena
porosidad, ademas de su capacidad para permitir el desbridamiento y proporcionar un
ambiente himedo. Estos pueden ser disefiados a partir de polimeros sintéticos o
biopolimeros, en donde se destaca el uso reciente de la celulosa, a causa de sus propiedades y
diferentes fuentes de obtencidn, tales como la CB (Alven & Aderibigbe, 2020).

La CB es un polimero formado por unidades de glucosa unidas por enlaces 1,4-B-
glucosidicos (Figura 2), la cual es obtenida mediante métodos de cultivo estaticos o con
agitacion utilizando bacterias Gram-negativas como la Acetobacter xylinum. La estructura
microfibrilar fina de la CB le confiere propiedades altamente benéficas en aplicaciones
médicas, entre las que se encuentra la alta resistencia a la traccion, el alto indice de
cristalinidad, el alto grado de polimerizacion y la biocompatibilidad. De igual forma, la
similitud de su nanoestructura y morfologia con la del colageno la posicionan como una

opcidén de soporte para la inmovilizacion de biomoléculas (Dutta et al., n.d.).
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Figura 2

Unidades de glucosa unidas por enlaces 1,4-5-glucosidicos

Enlace glucosidico

14-8

CHOH [ | H o= CH,OH H OH.
H A N NH H %—O A K
/B NEO&FOH HY) SO FOH HXN
Y\OCH H/ NH ge OH H \ O
H OH CH,OH H OH CH?QH

Nota. En el esquema se unen dos grupos hidroxilos (OH) de diferentes monosacaridos para
formar el enlace glucosidico. Modificado de Representacion de la celulosa, por Portal

Académico del CCH, Universidad Nacional Autbnoma de México, 2016.

La sintesis microbiana de celulosa involucra genes individuales y un operon llamado
bcs ABCD, el cual codifica productos proteicos y enzimaticos asociados a la polimerizacion
lineal de la glucosa y la formacion de estructuras tridimensionales (Ross et al., 1991). En la

figura 3 se muestra el proceso de sintesis de la CB.



Figura 3

Biosintesis molecular UDP-glucosa de CB
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Nota. Adaptado de “Celulosa bacteriana: un biopolimero versétil para aplicaciones de

apositos para heridas” (p. 586), por R. Portela et al., 2019, Microbial Biotechnology, 12 (4).

La via de sintesis del exopolisacarido de celulosa, parte de la isomerizacion de una
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molécula de glucosa 6-fosfato en glucosa 1-fosfato, la cual reacciona con la uridina trifosfato

(UTP) dando origen a la uridina-5’-difosfato-alfa- D-glucosa (UDP-glucosa) y,

posteriormente, a cadenas lineales de 1,4 glucano gracias a la polimerizacién catalizada por la

celulosa sintasa A. Las cadenas de celulosa lineales sintetizadas se secretan a través de poros
de extrusion de la pared celular, que se encuentran alineados longitudinalmente (Krasteva et

al., 2017). Fuera de la célula, las cadenas lineales de celulosa se ensamblan en nanofibras,

posteriormente en microfibrillas y luego en haces de microfibrillas. Estos haces de

microfibrillas se asocian dando origen a cintas de celulosa de 3 a 4 nm de grosor y 70 a 80
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nm de ancho, las cuales conforman una red tridimensional que se estabiliza mediante la
formacion de puentes de hidrogeno entre las ldminas, como se muestra en la figura 3.
Factores de Crecimiento y el Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

Los factores de crecimiento son biomoléculas que actian como sefiales bioquimicas
que afectan las respuestas celulares del organismo; por ejemplo, participan en el control del
crecimiento y la diferenciacion celular, ejerciendo asi multiples efectos en los procesos de
reparacién y cicatrizacion de los tejidos (Escotto Sanchez et al., 2001). La mayoria de estos
factores son obtenidos del plasma presente en la sangre, el cual puede ser plasma rico o pobre
en plaquetas (PRP o PPP, respectivamente) (Deuel & Chang, 2013). En especifico, el PRP
presenta una concentracion plaquetaria de aproximadamente 6 x 101! plaquetas/mL, mientras
que la concentracion de plaquetas en el PPP es de aproximadamente 0.5 x 108 plaquetas/mL,
la cual puede ser hasta 5 veces menor a la encontrada en el PRP (Zhang et al., 2020, Li et al.,
2020). El PPP, considerado tiempo atras como una sustancia de desecho, actualmente se ha
reportado que tiene un efecto en diferentes respuestas bioldgicas tales como el proceso de
cicatrizacion, la remodelacion de la ECM y la migracion de fibroblastos (Chellini et al.,
2019b). Es importante destacar que el PPP, aunque carezca significativamente de plaquetas,
posee grandes cantidades de otras moléculas como la fibrina, la cual es ampliamente utilizada
en la fabricacion de hidrogeles, debido a que favorece procesos de adhesién celular y da
soporte estructural (Rodriguez Flores et al., 2012). Asimismo, el PPP también contiene: i)
fibrindgeno, una proteina soluble del plasma que participa en la formacion de coagulos
sanguineos, siendo precursora de la fibrina, ii) fibronectina, una glicoproteina adhesiva que
constituye uno de los principales componentes de la MEC, y iii) trombina, una enzima
peptidasa, la cual contribuye a que el factor de coagulacion fibrindgeno se convierta en

fibrina y asi lleve a la formacién de coagulos (Zhang et al., 2020).
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Inmovilizacion de Biomoléculas en Hidrogeles

Una molécula inmovilizada corresponde a aquella cuyo desplazamiento en el espacio
ha sido delimitado total o parcialmente a una region establecida de la estructura s6lida a la
cual se ha unido (Zhang et al., 2004). Los principales métodos de inmovilizacién
relacionados con los hidrogeles corresponden al de atrapamiento, encapsulacion y
entrecruzamiento (Figura 4). En el primero de ellos, la técnica de atrapamiento, las moléculas
estan libres en solucidn, pero restringidas en movimiento por la estructura reticular del gel, en
donde existe un control de la porosidad para garantizar que la estructura sea lo
suficientemente compacta para evitar alguna fuga de los mismos. En la técnica de
encapsulacion, generalmente se construyen microcdpsulas semipermeables de 10-100 pm,
mediante un proceso de gelificacion, para inmovilizar las moléculas. Por ultimo, en la técnica
de entrecruzamiento se utilizan diversos procesos quimicos y/o fisicos para formar una gran
estructura tridimensional a través de la union de un conjunto de moléculas (Elnashar, 2010).
Figura 4

Métodos de inmovilizacién de biomoléculas

Nota. Métodos de inmovilizacion. a) Inmovilizacién mediante la técnica de atrapamiento, b)
Inmovilizacion mediante la técnica de encapsulacion, c) Técnica de entrecruzamiento.
Adaptado de “Moléculas inmovilizadas utilizando biomateriales y nanobiotecnologia” (p. 61-

76), por M. Elnashar, 2010, Journal of Biomaterials and Nanobiotechnology, 1 (1).
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Capacidad de Inmovilizacién de Moléculas en Redes Tridimensionales

La cantidad de moléculas inmovilizadas en la estructura reticulada de un hidrogel
puede ser estimada matematicamente mediante el calculo de la capacidad de inmovilizacién
(Ci), definida como la masa de la molécula de interés inmovilizada en el hidrogel respecto a
la masa de dicho hidrogel. Esta Ci se calcula a partir de la diferencia de concentraciones de la
solucién que contiene la molécula de interés en el tiempo cero y en el de finalizacion del
periodo de inmovilizacion, y la masa del hidrogel, multiplicado por el volumen de la solucion

de inmersion, como se presenta continuacion (Ecuacion 1)(Cargnin et al., 2020):

. Co—C
Ci = ( > f)*v(l)
m
Donde Ci: Capacidad de inmovilizacion, c¢: Concentracion inicial de la solucion que

contiene la molécula de interes, cg: Concentracion final de la solucion que contiene molécula

de interés, m: masa del hidrogel y v: volumen de la solucién que contiene la molécula de

interés.

Capacidad de Liberacidén de Moléculas Inmovilizadas en Redes Tridimensionales

El proceso de liberacion de moléculas previamente inmovilizadas en una estructura
reticulada puede estimarse mediante el calculo de la capacidad de liberacion del hidrogel (Cy),
la cual se define como la masa de las moléculas liberadas respecto a la masa del hidrogel.
Para calcular dicha capacidad, se multiplica la concentracion de la solucién que contiene la
molécula de interés finalizado el periodo de liberacion por el volumen de dicha solucion, y se
divide entre la masa del hidrogel, como se muestra a continuacion (Ecuacion 2)(Cargnin et

al., 2020):



Donde C;: Capacidad de liberacion, Cr: Concentracion final de la solucion que contiene la
molécula de interés, m: masa del hidrogel y v: volumen de la solucién que contiene la

molécula de interés.

30
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Capitulo 3. Estado del Arte

Los tratamientos utilizados en pacientes con UCPD, en especial los apésitos
convencionales, generalmente no promueven la construccion de una MEC con optimas
propiedades que permitan la proliferacion celular e incluso pueden producir alteraciones del
equilibrio de la humedad en la herida a lo largo del proceso de cicatrizacion. De igual forma
la carencia de moléculas bioactivas en la estructura de los materiales utilizados en los
apositos, limita su contribucién en la regeneracion del tejido (Moffatt et al., 2004), motivos
por los que actualmente se trabaja en el desarrollo de nuevos apositos tipo hidrogel que
resuelvan las limitantes de los apdsitos convencionales y asi favorezcan la cicatrizacion de las
heridas. En la ingenieria de tejidos, los hidrogeles son los andamios mas utilizados debido a
que brindan un entorno tridimensional (3D) altamente hinchado, que es muy similar al de los
tejidos blandos y permiten la difusion de nutrientes, factores de crecimiento y desechos
celulares a través de la red porosa que presentan (K. Y. Lee & Mooney, 2001).

Aunque los apositos para heridas a base de hidrogeles se caracterizan por ayudar en la
regeneracion de tejidos, en el area de curacion de heridas, aun se requiere de un
desbridamiento quirargico o mecanico de la lesion, provocando asi una nueva herida,
infecciones o retrasos en el tiempo de curacion (Stoica et al., 2020). Con la finalidad de
proponer una alternativa que solucione este problema, Yue Zhao et al. disefiaron y
construyeron un hidrogel supramolecular multifuncional, basado en enlaces multihidrégeno
entre polimeros hidrdéfilos, para tratar heridas de pie diabético. Los hidrogeles resultantes
presentaron excelentes propiedades como, buena transparencia, capacidad antibacteriana 'y
propiedades conductoras y autocurativas, concluyendo asi, que los hidrogeles
supramoleculares mejoran de manera significativa la formacion de tejido nuevo y
proporcionan un efecto terapéutico en las UCPD al inducir la angiogénesis, aumentar la

deposicion de colageno y prevenir la infeccion bacteriana (Zhao et al., 2020).
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De igual forma, con relacion al desarrollo y funcionalizacion de hidrogeles para su
aplicacion en el tratamiento de heridas, algunos autores se centran en el mejoramiento de sus
propiedades, como su efecto antimicrobiano. Abhishek et al. desarrollaron hidrogeles de CB
cargados con nanoparticulas de plata, los cuales se destacaron por su alta biocompatibilidad y
la presencia de actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Candida auris, tres agentes bacterianos comunes en la infeccién de heridas. La
sintesis de las nanoparticulas de plata se realiz6 mediante el uso de curcumina acuosa, y su
inmovilizacion en los hidrogeles se ejecutdé mediante su inmersion en un medio coloidal
acuoso que contenia a las nanoparticulas de plata producidas con curcumina (Gupta et al.,
2020). En este sentido, el caracter microbiano de los hidrogeles depende del compuesto que
se inmovilice en estos, y su efectividad varia de acuerdo con el tipo de agente microbiano que
se presente en la herida. En particular, Zmejkosk et al. disefiaron hidrogeles de CB,
combinados con el polimero deshidrogenante de alcohol coniferilico (DHP), los cuales
mostraron un efecto bactericida, especialmente contra bacterias formadoras de biopeliculas
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella
typhimurium, logrando asi obtener un agente cicatrizante adecuado para su aplicacion en
forma de apo6sito con un efecto positivo en la curacion de las heridas (Zmejkoski et al., 2018).

Por otra parte, otros autores han incluido diferentes factores de crecimiento en los
hidrogeles con el proposito de mejorar su efectividad en la cicatrizacion de las UCPD. Yu-
Hsiang et al. desarrollaron un hidrogel sintético a base de quitosano, incorporando iones de
plata (Ag+) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) encapsulado en nanoparticulas.
Segun los estudios realizados, este novedoso hidrogel brind6 una mayor eficiencia en la
cicatrizacion al alcanzar un grado de cierre del 97% en la herida, y una recuperacion mas
rapida de la integridad y funcionalidad de los tejidos recién formados en comparacion con

otros tratamientos, como el uso de lavado con PBS, gasa y aderezos comerciales. La alta



33

eficiencia en la cicatrizacion mediante el uso de dicho hidrogel se debe a la liberacion
sostenida de Ag+ y EGF, ademas de su 6ptima capacidad de hidratacion e hinchamiento en
medios de alta fuerza idnica (Y. H. Lee et al., 2021).

En cuanto al uso de biomateriales con adecuadas caracteristicas de biocompatibilidad
y nanoestructura para la funcionalizacion de apositos, Niédja et al. utilizaron CB oxidada de
membrana heterofuncional para la inmovilizacion de papaina mediante la metodologia de
superficie de respuesta (MRS), generando asi un apdsito bioactivo con alta actividad
proteolitica para heridas cutaneas agudas y crénicas con una eficiencia de inmovilizacion de
49.4% y una actividad enzimatica de papaina del 53% (Vasconcelos et al., 2020).

Otros autores como Xi Loh et al., aprovechan las caracteristicas mecanicas y de
biocompatibilidad proporcionadas por la CB para la cicatrizacion de heridas. En el trabajo
realizado, los autores desarrollaron un hidrogel a base de CB y evaluaron su capacidad para
entregar queratinocitos epidérmicos y fibroblastos dérmicos humanos para el tratamiento de
lesiones cutaneas. En el estudio se trabajo con hidrogeles de CB/acido acrilico (AA), los
cuales proporcionaron un ambiente favorable para la viabilidad celular, pero desfavorable
para su migracion. Adicionalmente, la implementacion de los hidrogeles en un modelo in
vivo de roedores permitié cuantificar un porcentaje de cierre de una herida cutanea en el
altimo dia del experimento del 99.2 + 1.3%. De esta forma se concluye que, aunque la
migracion celular en el hidrogel de CB/AA es limitada, es posible implementarlo como
posible aposito para promover la cicatrizacion de heridas debido a su alta eficiencia en el
aporte de queratinocitos y fibroblastos (Loh et al., 2018).

Hasta la fecha, los factores de crecimiento derivados de plaquetas se han utilizado
como una nueva alternativa de tratamiento en pro de estimular y ayudar en el proceso de
cicatrizacion de las heridas de las Glceras cronicas, promoviendo la restauracion del tejido

(Cross & Mustoe, 2003). Autores como (Steed et al., 1992), (O’Meara et al., 2001) y (Kantor
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& Margolis, 2001), han demostrado que la liberacién de plaquetas mejora significativamente
la tasa de cicatrizacion de la herida. En particular, Saad et al. realizaron un estudio del efecto
que tenian los factores de crecimiento liberados por las plaquetas presentes en el PRP tras su
activacion, en la curacion de las UCPD en comparacion con el PPP. Dicho estudio tuvo como
objetivo principal evaluar e interpretar la tasa de curacion de las Glceras mediante el analisis
de las caracteristicas del exudado de la herida, el tejido necrético, la infeccion y el tejido de
granulacion cuando se aplica directamente PRP o PPP a la lesion. En esta investigacion se
destaca el efecto del PRP en la restauracion del tejido; no obstante, es necesario la realizacion
de estudios adicionales que analicen a profundidad sus propiedades y sus beneficios en
relacién con el tratamiento de heridas (Saad Setta et al., 2011).

Teniendo en cuenta la revision bibliografica realizada, se evidencian avances
significativos en el desarrollo de apdsitos de hidrogel para el tratamiento de cicatrizacion de
heridas cronicas. De igual forma, es importante destacar las propiedades que caracterizan a la
CB en cuanto a su estructura, propiedades quimicas y mecanicas, ademas de sus
caracteristicas de biocompatibilidad. La funcionalizacion de dichos hidrogeles mediante la
incorporacion de moléculas bioactivas como enzimas y otros componentes biologicos, son de
interés en el desarrollo de alternativas terapéuticas con alta eficacia en el cierre de heridas;
sin embargo, se continta en la busqueda de componentes que mejoren el proceso de
cicatrizacion y cumplan con caracteristicas que no afecten el microambiente de la herida y
perjudiquen el tejido. Finalmente, cabe destacar que en la revision realizada no se
encontraron estudios en los cuales se hayan funcionalizado hidrogeles de CB mediante la

inmovilizacion de factores de crecimiento derivados de PPP.
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Capitulo 4. Metodologia
Extraccion de PPP a partir de Muestras Sanguineas Humanas

Para la obtencién del PPP, se realizé venopuncion a un individuo sano en la vena
cefalica media a nivel del antebrazo con una aguja 21G y un tubo vacutainer tapa azul que
contenia 1,3 mL de solucién anticoagulante de citrato dextrosa (ACD). Posterior a ello, la
muestra se sometio a un ciclo de centrifugado de 300 x g, a 18 °C por 5 minutos. Concluido
el primer ciclo de centrifugado, la capa superior, correspondiente al plasma, se transfirié a un
tubo falcon y se sometio a un segundo ciclo de centrifugado a 700 x g durante 17 minutos.
Finalizado el ciclo, se obtuvo el PPP y un boton plaquetario, donde el PPP se mantuvo a -80
°C hasta su uso final (Woo et al., 2013).

Sintesis de CB

Para la sintesis de CB se llevo a cabo la activacion del indculo de bacterias
Gluconacetobacter xylinus que se encontraban criopreservadas. Para este proceso, se
transfirio un vial de células a un frasco con 50 mL de medio de cultivo Hestrin — Scharamm
(HS), y se incubéd durante 24 h con agitacion orbital, a una velocidad de 150 rpm y
temperatura de 30 °C. Posteriormente, se realizd un pre-cultivo en 225 mL de medio HS,
usando una concentracion del 15% del indculo activado y se sometié nuevamente a agitacion
orbital con las mismas condiciones establecidas previamente (Ji et al., 2016).

A continuacion, se inocularon los medios de cultivo a estudiar (medio HS, medio a
base de mucilago de café sin suplementar (MC) y medio a base de mucilago de café
suplementado con peptona, extracto de levadura, acido citrico y fosfato disodico (HSMC))
con una concentracion del 15% (v/v) del pre-cultivo, en un frasco de 250 mL y se incubaron
bajo condiciones estaticas durante un periodo de 7 dias. Transcurrido el tiempo de
incubacion, la CB se purifico usando una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5% (v/v) por

20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los hidrogeles de CB se lavaron con agua
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destilada y desionizada hasta obtener un pH neutro, se esterilizaron por vapor sumergidas en
agua, y se almacenaron a 4 °C hasta su uso final (Ji et al., 2016).

Es importante mencionar que esta tesis se encuentra anidada a un proyecto de la
convocatoria N° 771 de la Gobernacioén de Santander y MinCiencias: “Convocatoria para la
formacion de capital humano de alto nivel para el departamento de Santander”.
Inmovilizacion de Factores de Crecimiento Derivados de PPP en Hidrogeles de CB

Para los experimentos de inmovilizacion de factores de crecimiento, se evaluaron tres
periodos de inmovilizacion (6, 12 y 24 h), uno para cada experimento, y cinco
concentraciones de PPP (0, 25, 50, 75y 100%) para todos los experimentos.

Los hidrogeles de CB utilizados se produjeron en tres tipos de medio de cultivo (HS,
MC y HSMC) de acuerdo con lo descrito en la seccion sintesis de CB (Capitulo 4), y las
diferentes concentraciones de PPP se obtuvieron a partir de la dilucion con PBS de la
solucion stock resultante de la extraccion del PPP, dando origen a soluciones con porcentajes
de PPP del 0, 25, 50, 75 y 100%. Las concentraciones de factores de crecimiento de dichas
soluciones se cuantificaron acorde a lo descrito en la seccion cuantificacion de la
concentracion total de factores de crecimiento (Capitulo 4). En cada uno de los experimentos
se utilizaron 12 hidrogeles de CB, cuatro por cada medio de cultivo (Kim et al., 2011).

En primer lugar, los hidrogeles de CB de cada experimento se dejaron hinchar en PBS
durante 18 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, mediante el uso de un punch de
8 mm, se extrajeron 10 muestras por cada hidrogel (5 muestras para cuantificacion de
factores de crecimiento y 5 para caracterizacion mecanica), las cuales se depositaron
transitoriamente en pozos de platos de 48, previamente cargados con 400 pL de PBS.

Una vez transferidas las muestras a los platos, el PBS se removi6 de los pozos y se
reemplazd por PPP a concentraciones del 0%, 25%, 50%, 75% y 100% de acuerdo con la

distribucion mostrada en la figura 5.
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Figura 5

Distribucion de concentraciones de PPP

Nota. Los porcentajes en la figura hacen referencia a la concentracion del PPP para cada fila
de pozos. Las iniciales HS, MC y HSMC corresponden al medio de cultivo en que se
produjeron las muestras ubicadas en cada columna, por lo tanto, cada medio tiene dos
columnas de muestras, donde la primera se empled para la cuantificacion de factores de
crecimiento y la segunda para la caracterizacion mecénica de los hidrogeles de CB

funcionalizados.

Se replico el diagrama de la figura 5, dando como resultado 4 platos de muestras
organizados con la misma distribucion en cada uno de los experimentos realizados.
Finalmente, las muestras se incubaron a una temperatura de 4 °C para cada periodo de
inmovilizacidn. Cabe destacar que todos los procesos previos a la incubacion de las muestras
fueron realizados bajo condiciones estériles en una cabina de bioseguridad.

Finalizado el tiempo de inmovilizacion en cada experimento, se cuantifico la

concentracion de factores de crecimiento de las soluciones de acuerdo con lo descrito en la
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seccién cuantificacion de la concentracion total de factores de crecimiento (Capitulo 4), y se
registraron los valores obtenidos. Posteriormente, al finalizar los experimentos de liberacion
(ver seccion liberacion de factores de crecimiento inmovilizados en los hidrogeles de CB del
capitulo 4), se retiro6 el exceso de liquido de cada una de las muestras y se obtuvo su masa
mediante el uso de una balanza digital. Teniendo en cuenta la masa de las muestras, el
volumen de las soluciones de los pozos y la diferencia entre la concentracion inicial de
factores de crecimiento (concentraciones de las soluciones obtenidas a partir de la dilucién de
la solucion stock de PPP) y la concentracion de factores de crecimiento finalizado el periodo
de inmovilizacion, se calcul6 el valor de C; para cada una de las muestras, segun ecuacion 1.
Caracterizacion Mecéanica de los Hidrogeles Funcionalizados de CB

Para cada uno de los experimentos, se utilizaron las muestras destinadas en la seccion
inmovilizacién de factores de crecimiento derivados de PPP en hidrogeles de CB (Capitulo
4), para caracterizacion mecanica de los hidrogeles funcionalizados de CB, es decir, en cada
uno de ellos se utiliz6 un n = 4 muestras por concentracion de PPP (0, 25, 50, 75 y 100%)
producidas en los diferentes medios de cultivo (HS, MC y HSMC).

En primer lugar, mediante el uso de un calibrador digital se obtuvo el didametro y la
altura de las diferentes muestras y se registraron los respectivos valores. A continuacion, cada
una de las muestras se someti6 a un ensayo de compresién empleando el banco de carga
ElectroForce 3200 con una celda de carga de 45 N. Para esto, cada muestra se dispuso en los
platos del banco de carga y se comprimid el 40% de su altura inicial a una velocidad de 0.05
mm/s. Con los datos almacenados en el equipo, se procedio a realizar la gréfica de esfuerzo
vs deformacién de cada una de las muestras y se analizd para determinar el respectivo

modulo de compresion.
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Los valores de deformacion (¢) de las muestras se obtuvieron al calcular el cociente
entre el desplazamiento final del equipo y la longitud de la muestra, tal como se presenta a
continuacion (Ecuacion 3).

__ (longitud final — longitud inicial)

©)

longitud incial

Los valores de esfuerzo (o) se calcularon al establecer la relacion entre la fuerza (F)
en Newtons (N) aplicada sobre la muestra y su area transversal (A) en (mm?). La formula

correspondiente se muestra a continuacion (Ecuacion 4).
F
o=-(4
~ (@)

Partiendo de los calculos previos, se realizo la grafica de esfuerzo vs deformacion
para cada muestra y se obtuvo el valor de la pendiente de la seccidn lineal para determinar el
valor del médulo de compresion.

Liberacion de Factores de Crecimiento Inmovilizados en los Hidrogeles de CB

Finalizado el tiempo de inmovilizacion para cada experimento se procedio a analizar
la liberacién de factores de crecimiento inmovilizados en los hidrogeles de CB, para lo cual,
las muestras destinadas a cuantificacion de factores de crecimiento de cada plato, segun lo
especificado la seccion inmovilizacion de factores de crecimiento derivados de PPP en
hidrogeles de CB (Capitulo 4), se transfirieron a nuevos pozos de platos de 48, cargados
previamente con 400 pL de PBS. En total se tuvo un n = 4 muestras por concentracién de
PPP (0, 25, 50, 75 y 100%) producidas en los diferentes medios de cultivo (HS, MC y
HSMC). Después de esto, las muestras en los nuevos pozos se colocaron a incubar durante 48
ha37 °C.

Durante el periodo de incubacién de las muestras se realizé la cuantificacion de la
concentracion de factores de crecimiento de las soluciones de los pozos a las 4 y 48 h, de

acuerdo con lo descrito en la seccion cuantificacion de la concentracion total de factores de
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crecimiento (Capitulo 4). Partiendo de los valores obtenidos en las cuantificaciones de los
factores de crecimiento realizadas, el volumen de la solucién en los pozos y la masa de cada
muestra (valor obtenido de acuerdo con lo descrito en la seccion inmovilizacion de factores
de crecimiento derivados de PPP en hidrogeles de CB del capitulo 4), se estimo la C; de las
muestras a las 4 y 48 h de incubacion.

Cuantificacion de la Concentracion Total de Factores de Crecimiento

Durante la ejecucién de cada uno de los experimentos, se requirié de la cuantificacion
de la concentracion total de factores de crecimiento de distintas soluciones en cuatro instantes
especificos: i) cuando se llevo a cabo la dilucién con PBS de la solucién stock de PPP para
obtener nuevas soluciones con las diferentes concentraciones de PPP (0, 25, 50, 75 y 100%);
ii) finalizado el periodo de inmovilizacion de factores de crecimiento de las muestras; iii)
transcurridas 4 h desde el comienzo del periodo de incubacion de las muestras a 37 °C, para
analisis de liberacidn de factores de crecimiento; y iv) culminado el periodo de incubacion
(48 h) de las muestras a 37 °C, para andlisis de liberacién de factores de crecimiento.

Para la cuantificacion de la concentracion total de factores de crecimiento de las
distintas soluciones en cualquiera de los instantes especificos, se configurd el equipo de
espectrofotometria Nanodrop con una absorbancia de 280 nmy se utilizd PBS como blanco
de medicion. Posteriormente, con ayuda de una micropipeta, se tomaron 2 pLL de cada una de
las soluciones y se realizaron las respectivas mediciones por duplicado en el equipo para
obtener un valor de concentracion en mg/mL.

Para el caso de las soluciones resultantes al diluir la solucion stock de PPP, se tomo
una muestra de aproximadamente 6 uL. de cada una de las soluciones con diferente
concentracion de PPP (0, 25, 50, 75y 100%), y se transfirié a un tubo eppendorf.
continuacion, las muestras recolectadas se utilizaron para realizar la cuantificacion con el

equipo Nanodrop. Respecto a la cuantificacion total de factores de crecimiento de las
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soluciones de los pozos finalizado el periodo de inmovilizacién, las soluciones contenidas en
cada pozo se transfirieron a tubos eppendorf usando una micropipeta y se centrifugaron a
5000 x g durante 5 minutos, ye se realizaron las respectivas mediciones en el equipo.
Finalmente, para la cuantificacién total de factores de crecimiento de las soluciones de
los pozos transcurridas 4 y 48 h desde el comienzo del periodo de incubacion de las muestras
a 37 °C, se tomaron los platos de pozos y se agitaron suavemente, a continuacién, con ayuda
de una micropipeta se extrajeron directamente de cada pozo 2 pL de la solucién y se llevaron
al equipo para realizar la cuantificacion.
Nota. El PPP es reservorio de un conjunto de moléculas proteicas dentro de las cuales se
encuentran principalmente factores de crecimiento; sin embargo, también se albergan alli otro
tipo de proteinas en menor proporcion. Para cuestiones del presente proyecto se asumié la
concentracion total de proteinas presente en el PPP como la concentracion total de factores de

crecimiento que se cuantifican en las diferentes soluciones de interes.

Anélisis Estadisticos

Para cada una de las actividades de la metodologia en que se requiri6é de un analisis
estadistico, se presentaron los resultados como el promedio de los valores + su respectivo
error estandar. Para la comparacion entre grupos se llevé a cabo andlisis de varianza de dos
vias (ANOVA), acompafiado de la prueba post hoc de Tukey. Para todos los anélisis
estadisticos, los valores de p < 0.05 se consideraron significativos. Se utilizé un n =4 por

cada condicion de estudio.



42

Capitulo 5. Resultados y Andlisis de los Resultados

Resultados
Sintesis y Fabricacion de Hidrogeles de CB

Con el objetivo de inmovilizar factores de crecimiento derivados de PPP en
hidrogeles de CB, estos hidrogeles se obtuvieron después de 7 dias de cultivo del indculo de
bacterias Gluconacetobacter-xylinus bajo condiciones estéticas en 3 medios de cultivo
distintos (HS, MC y HSMC). Dichos hidrogeles se purificaron usando hipoclorito de sodio al
0.5% (v/v) y se esterilizaron con vapor sumergidos en agua. Los hidrogeles obtenidos se
expusieron a PBS por un periodo de 18 h con el fin de lograr su hinchamiento (Figura 6).
Figura 6

Hidrogeles de CB obtenidos en los diferentes medios de cultivo

Nota. Hidrogeles de CB obtenidos en los medios: Medio Hestrin — Scharamm (HS), medio a
base de mucilago de café sin suplementar (MC) y medio a base de mucilago de café

suplementado con peptona, extracto de levadura, acido citrico y fosfato disédico (HSMC).

Transcurridas las 18 h de hinchamiento, se midio el espesor de los hidrogeles de CB
con un calibrador digital. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 7, la cual muestra
el valor promedio del espesor de los hidrogeles de CB cultivados en los diversos medios en

estudio.
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Figura 7
Espesor de los hidrogeles de CB producidos en medios HS, MC y HSMC
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Nota. Los datos se reportan como el promedio + error estandar. A Diferencia significativa entre

los hidrogeles producidos en el medio MC y HSMC respecto al medio HS (p < 0.0001).

Los hidrogeles obtenidos en el medio HS presentaron un espesor de alrededor de 0.74
mm + 0.01, siendo este el méas pequefio en comparacion a los demaés hidrogeles cultivados en
los medios MC y HSMC, lo que hizo més dificil su manipulacion. Adicionalmente, la
superficie de estos hidrogeles presentd una mayor viscosidad en comparacion con los demas.
En cuanto a los hidrogeles obtenidos en los medios MC y HSMC, se encontraron caracteristicas
similares; en particular, los hidrogeles de MC presentaron un espesor aproximado de 3.33 mm
+ 0.045, mientras que los hidrogeles de HSMC presentaron un espesor de 3.32 mm + 0.058.
Estos hidrogeles, debido a sus dimensiones, en comparacion a los hidrogeles obtenidos en el
medio HS, presentaron mayor rigidez, consistencia y deformacién al contacto.

De manera general se puede afirmar que: i) el espesor de los hidrogeles de CB obtenidos
en los medios MC y HSMC es alrededor 4.48 veces superior a la de los producidos en medio
HS (p < 0.0001), ii) el espesor de los hidrogeles de CB obtenidos en los medios MC y HSMC

son muy similares (no se encontraron diferencias significativas).
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Inmovilizacion de Factores de Crecimiento Derivados de PPP en hidrogeles de CB

Con el proposito de inmovilizar los factores de crecimiento derivados de PPP en los
hidrogeles de CB, obtenidos segln lo descrito en la seccidn sintesis de CB (Capitulo 4), se
emple6 PPP proveniente de las muestras del proyecto al cual se anida esta tesis, titulado:
Disefio de una biotinta tipo hidrogel a base de polietilenglicol diacrilado con plasma rico en
plaquetas, dirigida a la fabricacion de apdsitos para Ulceras cronicas de pie diabético por
bioimpresion en 3D. Proyecto aprobado en la convocatoria interna extemporanea 2019 -
2020, con fecha de inicio del 3 de agosto de 2020.

En breve, una vez hinchados los hidrogeles, se tomaron punches de 8 mm de didmetro
y se expusieron a las diferentes soluciones de PPP (0%, 25%, 50%, 75% y 100%) durante 6,
12y 24 h, a una temperatura de 4 °C. La figura 8 presenta los valores de Ci de PPP estimados
para las diferentes muestras obtenidas en los medios HS, MC y HSMC, para cada una de las
condiciones bajo estudio. El panel A de la figura 8 muestra la C; para un periodo de
inmovilizacion de 6 h. En particular, las concentraciones de PPP de las muestras obtenidas en
los medios MC y HSMC, no presentaron diferencias significativas al ser comparadas entre si.
Asimismo, se observo que en las muestras del medio HS, para las concentraciones de PPP de
50, 75y 100%, la Ci incremento de forma significativa aproximadamente un 2.18, 4.13 y 4.95
veces en comparacion a la concentracion de 25% de PPP, respectivamente. De igual forma,
las muestras de los medios MC y HSMC presentaron un aumento significativo en las
concentraciones de 50, 75y 100% de PPP respecto a la concentracion de 25% de PPP,
incrementando aproximadamente 2.78, 4.39 y 5.92 veces para las muestras obtenidas en
medio MC, y un aumento aproximado de 2.54, 4.68 y 5.50 veces en las muestras obtenidas en
medio HSMC, respectivamente.

Respecto al tiempo de inmovilizacion de 12 horas (Figura 8B), se encontro que las

muestras de HS a una concentracion de PPP de 25% presentaron diferencias significativas
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respecto a las muestras del 50, 75 y 100%. Por ejemplo, la C; en la concentracién de 50% de
PPP del medio HS con respecto a la obtenida en la concentracion de 25% del mismo medio,
aumentd aproximadamente 2.10 veces. De manera similar, la C;j encontrada en las muestras
de los medios MC y HSMC presentaron un incremento significativo en las concentraciones
de 75% de PPP con respecto a la concentracion de 25% de PPP, aumentando
aproximadamente 4.97 y 2.97 veces para MC y HSMC, respectivamente. No obstante, las
muestras obtenidas en los medios MC y HSMC no presentaron diferencias significativas
entre ellas.

Por otra parte, en la figura 8C se presentan los resultados de la C; obtenida para un
periodo de inmovilizacion de 24 h. En cuanto a los valores obtenidos para el medio HS, se
evidenci6 un aumento similar en las concentraciones de 50 y 75% respecto a la concentracion
de 25%, aumentando aproximadamente 2.25 y 2.68 veces, respectivamente. Por el contrario,
la concentracion de 100% de PPP para el mismo medio, presentd un aumento de alrededor de
5.54 veces con respecto a la concentracion de 25%. Para las muestras de los medios MC y
HSMC se obtuvo un comportamiento similar a los de HS; por ejemplo, la C; obtenida en
concentraciones de 50% en comparacion a aquella obtenida en concentraciones de 25% de

PPP, aument6 aproximadamente 2.53 veces para MC y 3.25 veces para HSMC.
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Figura 8
Ci de PPP para los diferentes tiempos de inmovilizacion de las muestras obtenidas en los

medios HS, MC y HSCM
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Nota. A) Tiempo de inmovilizacion de 6 h, B) Tiempo de inmovilizacion de 12 h, C) Tiempo

de inmovilizacion de 24 h, D) Muestras cultivadas en el medio HS para los diferentes
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periodos de inmovilizacion, E) Muestras cultivadas en el medio MC para los diferentes
periodos de inmovilizacion, F) Muestras cultivadas en el medio HSMC para los diferentes
periodos de inmovilizacion. Los datos se reportan como el promedio * error estandar, y las
diferencias estadisticas (p < 0.05) estan representadas por los siguientes simbolos:

* Cualquier concentracion de PPP de muestras cultivadas en el medio HS respecto a la misma
concentracion de PPP de muestras cultivadas en el medio MC, # Cualquier concentracion de
PPP de muestras cultivadas en el medio HS respecto a la misma concentracion de PPP de
muestras cultivadas en el medio HSMC, $ Concentracion de PPP del 25, 50, 75y 100%
respecto a la concentracion de PPP del 0% de las muestras cultivadas para cualquier medio, 6
Cualquier concentracion de PPP para un periodo de inmovilizacion de 6 h respecto a la
misma concentracion de PPP para un periodo de inmovilizacion de 24 h, ¢ Cualquier
concentracion de PPP para un periodo de inmovilizacion de 12 h respecto a la misma
concentracion de PPP para un periodo de inmovilizacion de 24 h, o Concentracion de PPP
del 25, 50, 75 y 100% respecto a la concentracion de PPP del 0% para todos los tiempos de
inmovilizacion.

Las figuras 8D, 8E y 8F contienen los resultados del C; de las muestras obtenidas en
los medios HS, MC y HSMC para los diferentes periodos de inmovilizacion. Respecto a la
figura 8D, la cual representa los valores de C; para el medio HS, se observo que la C;
obtenida en un tiempo de inmovilizacion de 24 h present6 un aumento significativo en la
concentracion de 100% de PPP con respecto a la concentracion de 75%, aumentando 2.06
veces aproximadamente. Para las muestras obtenidas en el medio MC (figura 8E), se pudo
observar que, a mayor tiempo de inmovilizacion, se obtuvo un valor mayor para la Cj; de
igual forma, para cualquier concentracion de PPP se observo el valor mas alto para Cia un
tiempo de inmovilizacién de 24 h. Particularmente, en concentraciones de 100% de PPP en

un periodo de 24 h, se encontré un aumento de 4.75 veces mayor al de la concentracion de
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25% de PPP. Finalmente, para el medio HSMC (figura 8F), se evidenci6 que la Ci no
presento gran variabilidad a un tiempo de inmovilizacion de 12 h en comparacion al tiempo
de 6 h, independiente de la concentracion de PPP. Sin embargo, en un periodo de
inmovilizacién de 24 h, se observd un aumento aproximado de 1.65 veces en la concentracién
de 100% de PPP, respecto a la concentracion de 75% para un tiempo de inmovilizacion de 6
h.

De manera general, los resultados obtenidos muestran que: i) las muestras obtenidas
en el medio de cultivo HS presentaron un mayor valor de C;i en comparacion a las obtenidas
en MC y HSMC para todos los tiempos de inmovilizacion, ii) la C; obtenida en las muestras
de los medios MC y HSMC es similar, iii) a mayor tiempo de inmovilizacion, la C; tiende a
aumentar en la mayoria de las muestras obtenidas en los tres medios en estudio, y iv) no se

presentan diferencias significativas de Ci entre los periodos de inmovilizacion de 6y 12 h.

Nota. Los valores de p obtenidos al realizar el analisis estadistico por ANOVA de dos vias y
la prueba Tukey se incluyen de forma detallada en las tablas anexas del documento (Figura
8A; Anexo 1, Figura 8B; Anexo 2, Figura 8C; 3, Figura 8D; Anexo 4, Figura 8E; Anexo 5,

Figura 8F; Anexo 6).

Liberacion de Factores de Crecimiento Inmovilizados en los Hidrogeles de CB

Para evaluar la concentracion total de los factores de crecimiento liberados por los
hidrogeles de CB funcionalizados, se estimd el valor de la Cl de las distintas muestras después
de 4 h'y 48 h de liberacién. La figura 9 contiene los resultados computados para las muestras
obtenidas en cada uno de los medios (HS, MC y HSMC) cuando se i) inmoviliza PPP a
concentraciones del 0, 25, 50, 75y 100%, durante 6, 12y 24 h, y ii) se exponen a un tiempo de

liberacion de 4y 48 h.
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Figura 9

Cide PPP de las muestras obtenidas en los medios HS, MC y HSCM después de 4 h y 48 h de

liberacion
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de 12 h'y 4 h de liberacion, C) Tiempo de inmovilizacion de 24 h'y 4 h de liberacién, D)
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Tiempo de inmovilizacion de 6 h y 48 h de liberacion, E) Tiempo de inmovilizacion de 12 h
y 48 h de liberacion, F) Tiempo de inmovilizacion de 24 h'y 48 h de liberacion. Los datos se
reportan como el promedio + error estandar, y las diferencias estadisticas estan representadas
por los siguientes simbolos: * Cualquier concentracion de PPP de muestras cultivadas en el
medio HS respecto a la misma concentracion de PPP de muestras cultivadas en el medio MC,
# Cualquier concentracion de PPP de muestras cultivadas en el medio HS respecto a la misma
concentracion de PPP de muestras cultivadas en el medio HSMC, $ Concentracion de PPP
del 25, 50, 75 y 100% respecto a la concentracion de PPP del 0% de las muestras cultivadas

para cualquier medio.

Los datos obtenidos para un periodo de inmovilizacion de 6 h y liberacion de 4 h
(Figura 9A), demostraron que, para las concentraciones de PPP de 25, 50, 75y 100%, se
obtuvo un valor mayor de la C, en los hidrogeles obtenidos en el medio HS con respecto a los
medios MC y HSMC. Especificamente, se evidenciaron valores de Cjaproximadamente de
1.33, 1.66, 1.48 y 2.19 veces mayor con relacion al medio MC para el PPP al 25, 50, 75y
100%, respectivamente, y de 1.33, 1.56, 1.61 y 2.27 veces mayor respecto a HSMC, para el
PPP al 25, 50, 75 y 100%, respectivamente. Adicionalmente, se observo que, para las
concentraciones de PPP de 50, 75y 100% con respecto a la concentracion de PPP del 25%, la
Ciaument6 1.59, 2.38 y 4.55 veces en HS, 1.28, 2.15y 2.77 vecesen MC y, 1.35, 1.96 y 2.66
veces en HSMC, respectivamente.

Para el caso de los hidrogeles de CB con un tiempo de liberacién de 4 h y un tiempo
de inmovilizacion de 12 h (Figura 9B) y 24 h (Figura 9C), se encontrd un comportamiento
similar al anterior; donde los datos para el medio HS demostraron ser mas altos en
comparacion con los de los medios MC y HSMC, a partir de una concentracion de PPP del
25%. En especifico, las muestras obtenidas en el medio HS presentaron incrementos de hasta

3.8 y 4.3 veces mayor para el PPP al 100% con relacion a la concentracion de 25%, cuando
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se inmoviliza durante 12 y 24 h, respectivamente. De igual forma, al comparar el tiempo de
inmovilizacion de 12 h 'y 24 h para el medio HS, se encontr6 que la C para los de 24 h
incremento alrededor de 1.2, 1.71, 1.58 y 1.36 con respecto al de 12 h, para las
concentraciones de PPP de 25, 50, 75 y 100%, respectivamente. Adicionalmente, no se
encontraron diferencias significativas entre los hidrogeles de CB obtenidos en los medios de
MC y HSMC.

Por otra parte, en las figuras 9D, 9E y 9F se reporta la C; de las muestras después de
48 h de liberacion para los diferentes tiempos de inmovilizacion (6, 12 y 24 h). Para todas las
concentraciones de PPP se observé un valor similar y/o un aumento en los valores de la C
respecto a los resultados del tiempo de liberacion de 4 h (Figuras 9A, 9B y 9C).

En particular, para los hidrogeles inmovilizados por un periodo de 6 h (Figura 9D), el
medio HS presento valores de C; mayores en comparacion a los hidrogeles obtenidos en el
medio MC y HSMC; sin embargo, es importante mencionar que la diferencia entre ellos es
significativa a partir de una concentracion de PPP del 75% (hasta 2.2 veces mayor), dado que
a menor concentracion de PPP (< 50%) la diferencia porcentual entre ellos no sobrepaso un
23%. Adicionalmente, se observo que, para las muestras de HS en las concentraciones de
PPP de 50, 75y 100%, la C; incrementd aproximadamente 1.5, 2.5y 4.6 veces en
comparacion a la concentracion de 25% PPP, respectivamente. Respecto a los medios MC y
HSCM, los resultados de C; se encontraron similares para todas las concentraciones de PPP
(0, 25,50, 75y 100%). En el caso de las muestras inmovilizadas durante 12 h (Figura 9E), el
medio HS presentd incrementos significativos de alrededor de 1.7 y 2.1 veces respecto a los
medios MC y HSMC, respectivamente, para la concentracién de 100% PPP. Asimismo, se
encontraron aumentos significativos de los valores C, para las muestras de 50, 75 y 100%

PPP vs la del PPP al 25%, en donde las muestras obtenidas en el medio HS para una
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concentracion de 100% PPP, presentaron los incrementos mas altos (3.9 veces mayor) en
comparacion con los demas medios de cultivo.

Finalmente, los resultados para las muestras con periodo de inmovilizacion de 24 h
(Figura 9F) indicaron que los datos obtenidos para el medio HS fueron significativamente
diferentes en relacién con los de MC y HSMC a partir de una concentracion de 50% PPP. Es
importante resaltar que, en todos los medios en estudio, la C, increment6 al aumentar la
concentracion de PPP, hasta 3.8, 3.2 y 2.6 veces con respecto a la concentracion de 25% PPP
en el medio HS, MC y HSMC respectivamente. Sin embargo, al comparar los resultados de
los cultivos MC y HSMC con los de HS, se observo una reduccion en la C; (hasta 2.2 veces
menor en MC y 2.4 veces menor en HSMC) para las concentraciones de PPP de 25, 50, 75y
100%.

En términos generales, estos resultados demostraron que: i) la C; en cualquier medio
de cultivo es directamente proporcional a la concentracion de PPP, ii) a mayor periodo de
inmovilizacion y liberacion, la Cy aumenta para todas las muestras obtenidas en los tres
medios en estudio, iii) en el medio HS se presenta mayor C; en comparacion con MC y
HSMC, y iv) la C, es similar en las muestras cultivadas en los medios MC y HSMC.

Con el fin de detallar los resultados obtenidos para el comportamiento de C; después
de 48 h de liberacion, se incluye la figura 10, donde se reportan los valores para cada medio
de cultivo y los diferentes porcentajes de PPP. Respecto al medio HS (Figura 10A), al
comparar los valores de C; para los tres tiempos de inmovilizacion entre las concentraciones
de plasma de 25% y 100%, se encontrd que la C; incremento 4.6, 3.87 y 3.78 veces en el PPP
al 100% vs 25%, para los tiempos de inmovilizacion de 6, 12 y 24 h, respectivamente.
Similarmente, para el medio MC (Figura 10B) se observé un incremento de la Cide 2.7, 3.6 y
3.3 veces en el PPP 100% en comparacion al de 25%, para los tiempos de inmovilizacion de

6, 12 'y 24 h, respectivamente. Para el medio HSMC (Figura 10C), los valores de C; se
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incrementaron aproximadamente 2.6 veces para los tres tiempos de inmovilizacién en el PPP
al 100% vs el PPP al 25%.

Teniendo en cuenta los resultados descritos, es posible mencionar de manera general
que: i) existe una relacion directamente proporcional entre la C; y la concentracion de PPP, ii)
no se encontraron diferencias significativas al comparar entre si los valores de C para los
tiempos de inmovilizacion de 6, 12 y 24 h de una misma concentracion de PPP, iii) en todas
las graficas, al comparar los valores de la C, para concentraciones de PPP del 25% con las
del 100% , es posible establecer que el incremento de C, es mayor para las muestras obtenidas

en medio HS respecto a los medios MC y HSMC.

Nota. Los valores de p obtenidos al realizar el analisis estadistico por ANOVA de dos vias y
la prueba Tukey se incluyen en las tablas anexas del documento (Figura 9A; Anexo 7, Figura
9B; Anexo 8, Figura 9C; Anexo 9, Figura 9D; Anexo 10, Figura 9E; Anexo 11, Figura 9F;

Anexo 12; Figura 10A; Anexo 13, Figura 10B; Anexo 14, Figura 10C; Anexo 15).



Figura 10

Cide PPP de las muestras obtenidas en los medios HS, MC y HSMC después de 48 h de

liberacion
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representadas por los siguientes simbolos: & cualquier concentracion de PPP para un tiempo
de inmovilizacion de 6 h respecto a la misma concentracion de PPP para un tiempo de
inmovilizacion de 24 h, ¢ cualquier concentracion de PPP para un tiempo de inmovilizacion
de 12 h respecto a la misma concentracién de PPP para un tiempo de inmovilizacion de 24 h,
® concentracion de PPP del 25, 50, 75y 100% respecto a la concentracion de PPP del 0%

para todos los tiempos de inmovilizacion.

Caracterizacion Mecanica de los Hidrogeles de CB

Con el fin de llevar a cabo la caracterizaciéon mecéanica de los hidrogeles de CB
funcionalizados con factores de crecimiento derivados de PPP, para cada una de las
condiciones en estudio, se realizaron ensayos de compresion usando un n = 4. Para la ejecucion
de dichos ensayos, se obtuvo el diametro y espesor de cada muestra'y se comprimieron un 40%
de su espesor inicial. Los datos resultantes se procesaron para determinar los valores de
deformacion y esfuerzo mediante las ecuaciones 3y 4, y se realizaron las respectivas graficas
de esfuerzo vs deformacion. En la figura 11 se reporta una grafica representativa de las curvas
esfuerzo vs deformacion obtenidas para las muestras provenientes de los diferentes medios. A
partir de este comportamiento, se determiné el mddulo de compresion usando la parte lineal de
la curva. Estos resultados se incluyen en la figura 12 para los hidrogeles obtenidos en los
medios HS, MC y HSCM y las diferentes concentraciones de PPP (0, 25, 50, 75y 100%), para
los tres tiempos de inmovilizacién (6, 12 y 24 h). En particular, la figura 12A presenta los
maddulos de compresion de las muestras obtenidas en el medio HS, donde se observd que estos
maodulos se encuentran entre 0.27 y 0.82 MPa, 0.33 y 1.8 MPa, y 1.4y 2.77 MPa, para los
tiempos de inmovilizacion de 6, 12 y 24 h, respectivamente. En especifico, las muestras del
tiempo de 24 h presentaron modulos alrededor de 4.5 a 2.7 veces mayores a los médulos de las
muestras con tiempos de inmovilizacion de 6 y 12 h, respectivamente. No obstante, no se

encontraron diferencias significativas.



Figura 11

Curva esfuerzo vs deformacion de las muestras obtenidas en los medios HS, MC y HSMC
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Figura 12

Maodulo de compresion de las muestras obtenidas en los medios HS, MC y HSMC para los

diferentes tiempos de inmovilizacion
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Respecto a la figura 12B, la cual corresponde a los valores del médulo de compresion
de las muestras obtenidas en el medio MC, se encontré un comportamiento similar al
comparar las diferentes concentraciones de PPP o los tiempos de inmovilizacion. Los rangos
de los médulos de compresion corresponden a 0.89 - 1 MPa, 0.87 -1 MPay 1 - 1.18 MPa
para los tiempos de inmovilizacion de 6, 12 y 24 h, respectivamente. Por el contrario, para el
medio HSMC (Figura 12C), los rangos de los médulos de compresion se encontraron entre
0.51 MPay 1.21 MPa, 0.79 - 1.15 MPay 0.79 - 1.12 MPa, para los tiempos de
inmovilizacion de 6, 12 y 24 h, respectivamente. No obstante, no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos de comparacion debido a la variabilidad de los datos obtenidos
para el modulo de compresion.

A partir de estos resultados, es posible mencionar de manera general que: i) los
maodulos de compresidn para las muestras obtenidas en medio el HS y expuestas a un tiempo
de inmovilizacion de 24 h, son més altos en comparacion a las de periodos de 6 y 12 h de
inmovilizacién; sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, ii)
los modulos de compresion para las muestras obtenidas en el medio MC presentaron valores
similares al realizar comparaciones entre las concentraciones de PPP, o los tiempos de
inmovilizacion, y iii) los mddulos de compresion son similares para las muestras obtenidas en

los medios MC y HSMC.

Nota. Los valores de p obtenidos al realizar el analisis estadistico por ANOVA de dos vias y
la prueba Tukey, se adjuntan en las tablas anexas del documento (Figura 12A; Anexo 16,

Figura 12B; Anexo 17, Figura 12C; Anexo 18).
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Anélisis de Resultados

La fabricacion de hidrogeles de CB funcionalizados con factores de crecimiento
derivados de PPP representa un aporte significativo en el &mbito biomédico, puesto que,
evaluar el comportamiento del biomaterial en relacion con Ciy C; de moléculas bioactivas,
ademas de sus propiedades mecanicas, podria resaltar un interés en esta alternativa
terapéutica para UCPD.

En el desarrollo de este proyecto, en cuanto a los resultados del proceso de
inmovilizacion de factores de crecimiento derivados de PPP (Figura 8), se evidencio que
mientras mayor fue el tiempo de exposicion de los hidrogeles de CB en las soluciones con
PPP, independiente del medio de cultivo, mayor fue la C; obtenida. Este hallazgo coincide
con lo encontrado por Dolganov et al. en 2021, quienes, al estudiar la inmovilizacion y
caracteristicas cinéticas de adsorcién de iones de fluoruro en un hidrogel compuesto a base de
CB maodificada con una nanocapa de alimina, reportaron que a medida que aumenta el
tiempo de contacto entre el hidrogel y la solucidn de iones fluoruro a la que se expuso, se
incrementa la C; del hidrogel (Dolganov et al., 2021). Lo anterior permite establecer que la
inmovilizacion de componentes en la estructura reticulada de los hidrogeles de CB, es
directamente proporcional al tiempo de exposicion a la solucion que contiene la molécula de
interés.

De igual forma, en los resultados del presente estudio se observé que, a mayor
concentracion de PPP, mayor es la Ci de las muestras, comportamiento que se atribuye al
hecho de una mayor cantidad de moléculas presentes en las soluciones de elevada
concentracion de PPP a las que se exponen las muestras durante el tiempo de inmovilizacion.
En cuanto a la C; de los hidrogeles obtenidos en el medio de cultivo HS, se evidencio que son
aquellos que presentan una mayor inmovilizacion de factores de crecimiento para cualquier

concentracion de PPP, en comparacion a los hidrogeles obtenidos en los medios de cultivo
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MC y HSMC. Esto podria atribuirse al hecho de que los hidrogeles obtenidos en el medio de
cultivo HS presentaron un espesor significativamente menor, indicativo de una estructura
microscopica menos compacta debido a una menor cantidad de capas de CB producidas y
densidad de las fibras. Esta caracteristica estructural de los hidrogeles de CB permite una
mayor inmovilizacion de moléculas presentes en la solucion a la cual son expuestos (Lazarini
et al., 2016). La diferencia significativa en los espesores de los hidrogeles de CB, se debe a
que el mucilago de café, rico en glucosa, permite una producciéon mayor de CB, llevando a un
incremento en el nimero de capas, y densidad de las fibras al utilizar medios MC y HSMC,
en comparacion al medio HS (Pinto & Prada, 2021).

En cuanto a la liberacién de factores de crecimiento de los hidrogeles de CB
funcionalizados (Figura 9), los resultados demostraron que la C, de los hidrogeles de CB
cultivados en los diferentes medios (HS, MC y HSMC) presenta una relacion directamente
proporcional con la variacion en el porcentaje de PPP, y aparentemente, con el tiempo de
liberacion de las muestras. Al considerar exponer las muestras a periodos de liberacion més
largos y con alta concentracion de PPP (100%), como consecuencia, se obtendra un
incremento significativo en la liberacidn de los factores de crecimiento con respecto a
menores porcentajes de concentracion de PPP y tiempos de liberacion més cortos. El
comportamiento descrito previamente corresponde con lo reportado por Gupta et al. en 2019,
quienes, al analizar la cinética de liberacion de hidrogeles de CB cargados con curcumina
encapsulada en ciclodextrinas, evidenciaron a lo largo de un periodo de 48 h una liberacion
de curcumina que incrementaba con el transcurrir del tiempo de manera exponencial (Gupta
et al.,2019). También es fundamental aludir que, al comparar la C, entre los hidrogeles
obtenidos a partir de los diferentes medios de cultivos, estos presentaron diferencias
significativas entre ellos, destacando asi a las muestras obtenidas en el medio HS, como los

hidrogeles de CB funcionalizados que liberan un mayor nimero de factores de crecimiento.
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El comportamiento previamente descrito, se explica con la relacion directamente
proporcional existente entre la Ci y la C; de las muestras, por ejemplo, las muestras expuestas
a soluciones de PPP al 100%, son aquellas con una mayor Ci, consecuentemente también son
aquellas que presentan una mayor C; . En pocas palabras, al incrementarse la cantidad de
factores inmovilizados, la cantidad de factores liberados también se incrementa.

Por otra parte, en la caracterizacion mecanica de los hidrogeles se obtuvieron valores
del médulo de compresion que oscilan entre 0.27 y 2.77 MPa para muestras obtenidas en el
medio HS. Este rango resulta relativamente amplio debido a la variabilidad de los resultados
obtenidos en los ensayos de compresion, lo cual se puede explicar en relacién con las
dimensiones de las muestras, puesto que valores de espesores tan pequefios pueden generar
limitaciones en el registro de datos por parte del equipo de banco de carga.

Para las muestras obtenidas en los medios MC y HSMC, se logro establecer que el
PPP no modifica las propiedades mecéanicas del biomaterial, por tanto, el médulo de
compresion se mantiene despueés de llevar a cabo el proceso de inmovilizacién de factores de
crecimiento. Los valores de mddulo de compresion obtenidos se encuentran entre 0.89y 1.18
MPay 0.51y 1.21 MPa para muestras obtenidas en los medios MC y HSMC,
respectivamente. Al revisar la literatura, se encontré que en el afio 2020, Oprea reportd
valores del médulo de compresion para hidrogeles de CB en el rango de 0.02 - 0.08 MPa
(Oprea et al., 2020), valores diferentes a los obtenidos en el presente estudio. Esta
discrepancia podria deberse a la heterogeneidad del espesor de los hidrogeles de CB de los
cuales se tomaron las muestras de estudio, ademas de los pardmetros empleados para correr
los ensayos de compresion. De igual manera, las propiedades mecénicas dependen
significativamente de la cantidad de liquido contenido en las muestras, por lo tanto, puede ser
un factor que de igual forma genere variabilidad en los resultados (Pogorelova et al., 2020).

Respecto a la caracterizacion mecénica de la piel, en la literatura se reportan valores para el
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maodulo de compresidon, obtenidos mediante ensayos de indentacién in vitro, en el rango entre
los 1.1y 2.6 MPa (Isaza, 2019). Al comparar los valores anteriores, con los obtenidos en los
ensayos de compresion del presente estudio (0.27 - 2.77 MPa), es posible afirmar que los
maodulos de compresidn de las muestras cultivadas en los diferentes medios se encuentran
contenidos parcialmente dentro del rango reportado en la literatura, sin embargo, algunos
valores resultan inferiores a dicho rango de referencia. Lo anterior se traduce en un alto grado
de similitud en cuanto al comportamiento mecanico de los hidrogeles de CB funcionalizados
y el del tejido nativo (piel), cuando ambos son deformados por fuerzas compresivas.
Finalmente, después de realizar el analisis de los resultados obtenidos en el desarrollo
del presente proyecto, es posible afirmar que los hidrogeles de CB resultan ser una buena
alternativa para la fabricacion de apoésitos funcionalizados con moléculas bioactivas;
particularmente, los hidrogeles producidos en medio de cultivo HS se destacan por su 6ptimo
comportamiento de inmovilizacion y liberacion de factores de crecimiento derivados de PPP,
lo cual resulta benéfico en la promocidn del proceso de cicatrizacion de las UCPD. De igual
forma los hidrogeles cuentan con médulos de compresién bastante similares a los del tejido
nativo, lo que permite un adecuado comportamiento mecanico del apdsito en un escenario in

Vivo.
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Capitulo 6. Conclusiones y Recomendaciones

En el presente estudio, se llevé a cabo la fabricacion de hidrogeles de CB
funcionalizados con factores de crecimiento derivados de PPP, variando el tiempo de
inmovilizacién (6,12 y 24 h) y la concentracion de PPP (0,25,50,75 y 100%). De acuerdo con
los resultados obtenidos, se establecio una relacion directamente proporcional entre la C; de
las muestras estudiadas con respecto a la concentracion de PPP y el tiempo de inmovilizacion
de factores de crecimiento. Asimismo, el comportamiento descrito previamente corresponde
con lo observado para la C, de los hidrogeles de CB funcionalizados. En contraste a lo
anterior, se determind una dependencia entre la C; y la C; , las cuales presentan una relacion
directamente proporcional que conduce a que los hidrogeles de CB con una mayor C; ,
consecuentemente presenten una mayor C; . Teniendo en cuenta lo mencionado previamente,
es destacable el comportamiento de inmovilizacién y liberacion de las muestras obtenidas en
el medio HS, comportamiento debido al espesor particular y densidad de las fibras de dichos
hidrogeles de CB, en comparacion a las muestras de estudio cultivadas en medios MC y
HSMC. La caracterizacién mecanica a través de pruebas de compresion permitio establecer
un buen nivel de similitud de los hidrogeles funcionalizados respecto al comportamiento
mecénico del tejido nativo con base a los valores de médulo de compresion hallados (0.27-
2.77 MPa). Por tanto, se ratifica la posibilidad de implementar a futuro hidrogeles de CB
funcionalizados con factores de crecimiento derivados de PPP como potencial tratamiento
para las UCPD, tomando como criterio el comportamiento asociado a la inmovilizacién y
liberacion de moléculas bioactivas benéficas en el proceso de cicatrizacion de heridas y la
similitud del comportamiento mecéanico encontrado en comparacién con el tejido nativo.

Finalmente, se recomienda ampliar el namero de muestras evaluadas con el fin de

reducir la variabilidad de los resultados y asi obtener datos estadisticos mas significativos.
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza por un periodo de 6 h

Prueba Qe comparaciones Diferepcia 95_% IC (_Jle . Sianificativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 19 " ajustado
0%:HS vs. 0%:MC -0.0011 -0.0194t0 0.0173 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0020 -0.0204 to 0.0164 No >0.9999
0%:HS vs. 25%:HS -0.0222 -0.0406 to -0.0038 Si 0.0064
0%:HS vs. 25%:MC -0.0100 -0.0284 to 0.0083 No 0.8069
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0087 -0.0271 to 0.0097 No 0.9202
0%:HS vs. 50%:HS -0.0487 -0.0671 to -0.0304 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0285 -0.0469 to -0.0102 Si 0.0001
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0227  -0.041 to -0.0043 Si 0.0048
0%:HS vs. 75%:HS -0.0928 -0.1126to -0.0729 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0453 -0.0636 to -0.0269 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0421 -0.0604 to -0.0237 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.1111  -0.1309 to -0.0913 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0611 -0.0795 to -0.0427 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0495 -0.0678 to -0.0311 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0010 -0.0193to0 0.0174 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0211 -0.0395 to -0.0027 Si 0.0118
0%:MC vs. 25%:MC -0.0090 -0.0273 to 0.0094 No 0.9028
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0076  -0.026 to 0.0107 No 0.9704
0%:MC vs. 50%:HS -0.0477  -0.066 to -0.0293 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0275 -0.0458 to -0.0091 Si 0.0003
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0216  -0.04 to -0.0032 Si 0.009
0%:MC vs. 75%:HS -0.0917 -0.1116t0-0.0719 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0442 -0.0626 to -0.0258 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0410 -0.0594 to -0.0226 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.1100 -0.1299 to -0.0902 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0600 -0.0784 to -0.0417 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0484  -0.0668 to -0.03 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0202 -0.0385to -0.0018 Si 0.0199
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0080 -0.0264 to 0.0104 No 0.9566
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0067 -0.0251to0 0.0117 No 0.9907
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0467 -0.0651 to -0.0284 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0265 -0.0449 to -0.0081 Si 0.0005
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0207  -0.039 to -0.0023 Si 0.0152
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0908 -0.1106 to -0.0709 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 75%:MC
0%:HSMC vs. 75%:HSMC
0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC

-0.0432
-0.0400
-0.1091
-0.0591
-0.0474
0.0121
0.0135
-0.0266
-0.0064
-0.0005
-0.0706
-0.0231
-0.0199
-0.0889
-0.0389
-0.0273
0.0013
-0.0387
-0.0185
-0.0126
-0.0828
-0.0352
-0.0320
-0.1010
-0.0511
-0.0394
-0.0400
-0.0198
-0.0140
-0.0841
-0.0365
-0.0334
-0.1024
-0.0524
-0.0407
0.0202
0.0261
-0.0440
0.0035
0.0067
-0.0624
-0.0124
-0.0007
0.0059

-0.0616 to -0.0249
-0.0584 to -0.0217
-0.1289 to -0.0892
-0.0775 to -0.0407
-0.0658 to -0.0291
-0.0062 to 0.0305
-0.0049 to0 0.0318
-0.0449 to -0.0082
-0.0247 t0 0.012
-0.0189 10 0.0179
-0.0905 to -0.0508
-0.0414 to -0.0047
-0.0383 to -0.0015
-0.1088 to -0.0691
-0.0573 to -0.0206
-0.0456 to -0.0089
-0.017 to 0.0197
-0.0571 to -0.0203
-0.0369 to -0.0001
-0.031 to 0.0057
-0.1026 to -0.0629
-0.0536 to -0.0168
-0.0504 to -0.0137
-0.1209 to -0.0812
-0.0694 to -0.0327
-0.0578 t0 -0.021
-0.0584 to -0.0217
-0.0382 to -0.0015
-0.0323 to 0.0044
-0.1039 to -0.0642
-0.0549 to -0.0182
-0.0517 to -0.015
-0.1222 to -0.0825
-0.0708 to -0.034
-0.0591 to -0.0224
0.0018 to 0.0386
0.0077 to 0.0444
-0.0639 to -0.0242
-0.0149 to 0.0219
-0.0117 to 0.0251
-0.0822 to -0.0425
-0.0307 to 0.006
-0.0191 to0 0.0177
-0.0125 to 0.0242

Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.5447
0.3765
0.0005
0.9942
>0.9999
<0.0001
0.0038
0.0231
<0.0001
<0.0001
0.0003
>0.9999
<0.0001
0.0471
0.4799
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0238
0.321
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0193
0.0006
<0.0001
>0.9999
0.9907
<0.0001
0.5158
>0.9999
0.9974
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50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs

. 715%:HS

. 715%:MC

. 715%:HSMC
. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC

75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs

. 15%:MC

. 715%:HSMC

. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0643
-0.0167
-0.0135
-0.0826
-0.0326
-0.0209
-0.0701
-0.0226
-0.0194
-0.0884
-0.0384
-0.0268
0.0475
0.0507
-0.0183
0.0317
0.0433
0.0032
-0.0658
-0.0159
-0.0042
-0.0690
-0.0190
-0.0074
0.0500
0.0616
0.0117

-0.0841 to -0.0444
-0.0351 to 0.0017
-0.0319 to 0.0048
-0.1024 to -0.0627
-0.0509 to -0.0142
-0.0393 to -0.0025
-0.09 to -0.0503
-0.041 to -0.0042
-0.0378 to -0.001
-0.1083 to -0.0686
-0.0568 to -0.0201
-0.0452 to -0.0084
0.0277 t0 0.0674
0.0309 to 0.0706
-0.0395 to 0.0029
0.0118 to 0.0515
0.0235 to 0.0632
-0.0152 to 0.0216
-0.0857 to -0.046
-0.0342 to 0.0025
-0.0226 to 0.0142
-0.0889 to -0.0492
-0.0374 to -0.0007
-0.0258 to0 0.011
0.0302 to 0.0698
0.0418 to 0.0815
-0.0067 to 0.03

Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
No
Si
Si
No

<0.0001
0.1089
0.3698
<0.0001
<0.0001
0.0131
<0.0001
0.0051
0.0299
<0.0001
<0.0001
0.0004
<0.0001
<0.0001
0.1579
<0.0001
<0.0001
>0.9999
<0.0001
0.1578
>0.9999
<0.0001
0.0356
0.9774
<0.0001
<0.0001
0.6095
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza por un periodo de 12 h

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:HS vs. 09%:MC -0.0012 -0.0191 to 0.0167 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0021  -0.02 to 0.0158 No >0.9999
0%:HS vs. 25%:HS -0.0278 -0.0457 to -0.0099 Si 0.0002
0%:HS vs. 25%:MC -0.0074  -0.0252 to 0.0105 No 0.9706
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0118 -0.0296 to 0.0061 No 0.5395
0%:HS vs. 50%:HS -0.0591 -0.0784 to -0.0398 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0259 -0.0438 to -0.0081 Si 0.0005
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0323  -0.0516 to -0.013 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HS -0.0855 -0.1048 to -0.0662 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0391  -0.057 to -0.0213 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0362 -0.0555 to -0.0169 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.1120 -0.1313to -0.0927 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0449 -0.0642 to -0.0256 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0417 -0.0596 to -0.0238 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0009  -0.0188t0 0.017 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0266 -0.0444 to -0.0087 Si 0.0003
0%:MC vs. 25%:MC -0.0061  -0.024 to 0.0117 No 0.9941
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0106  -0.0284 to 0.0073 No 0.7031
0%:MC vs. 50%:HS -0.0578 -0.0771to -0.0385 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0247 -0.0426 to -0.0068 Si 0.001
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0311 -0.0504 to -0.0118 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HS -0.0842 -0.1035to -0.0649 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0379  -0.0558 to -0.02 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0350 -0.0543to -0.0157 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.1108 -0.1301 to -0.0915 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0437  -0.063 to -0.0244 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0405 -0.0584 to -0.0226 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0257 -0.04351t0 -0.0078 Si 0.0006
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0053 -0.0231t0 0.0126 No 0.9988
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0097 -0.0275 to 0.0082 No 0.8087
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0570 -0.0763 to -0.0377 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0238  -0.0417 to -0.006 Si 0.0018
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0302 -0.0495 to -0.0109 Si 0.0001
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0834 -0.1027 to -0.0641 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 75%:MC -0.0370 -0.0549 to -0.0191 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 75%:HSMC -0.0341  -0.0534 to -0.0148 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.
50%:MC vs.
50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC

-0.1099
-0.0428
-0.0396
0.0204
0.0160
-0.0313
0.0019
-0.0045
-0.0577
-0.0113
-0.0084
-0.0842
-0.0171
-0.0139
-0.0044
-0.0517
-0.0186
-0.0250
-0.0781
-0.0318
-0.0289
-0.1046
-0.0375
-0.0344
-0.0473
-0.0141
-0.0206
-0.0737
-0.0273
-0.0245
-0.1002
-0.0331
-0.0299
0.0331
0.0267
-0.0264
0.0199
0.0228
-0.0530
0.0142
0.0174
-0.0064
-0.0595
-0.0132

-0.1292 to -0.0906
-0.0621 to -0.0235
-0.0575 to -0.0217
0.0026 to 0.0383
-0.0019 to 0.0339
-0.0506 to -0.012
-0.016 to 0.0197
-0.0238 to0 0.0148
-0.077 to -0.0384
-0.0292 to 0.0065
-0.0277 to 0.0109
-0.1035 to -0.0649
-0.0364 to 0.0022
-0.0318 to 0.0039
-0.0223 t0 0.0134
-0.071 to -0.0324
-0.0364 to -0.0007
-0.0443 to -0.0057
-0.0974 to -0.0588
-0.0496 to -0.0139
-0.0482 to -0.0096
-0.1239 to -0.0854
-0.0568 to -0.0182
-0.0522 to -0.0165
-0.0666 to -0.028
-0.032 to 0.0037
-0.0398 to -0.0013
-0.093 to -0.0544
-0.0452 to -0.0095
-0.0437 to -0.0052
-0.1195 to -0.0809
-0.0524 to0 -0.0138
-0.0478 t0 -0.0121
0.0138 to 0.0524
0.0061 to 0.0474
-0.047 to -0.0058
0.0006 to 0.0392
0.0022 to 0.0435
-0.0736 to -0.0323
-0.0064 to 0.0348
-0.0019 to 0.0366
-0.0257 to 0.0129
-0.0788 to -0.0403
-0.0311 to 0.0047

Si
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0129
0.1207
<0.0001
>0.9999
0.9999
<0.0001
0.6012
0.9526
<0.0001
0.1306
0.2791
0.9998
<0.0001
0.0351
0.0027
<0.0001
<0.0001
0.0003
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.2583
0.0275
<0.0001
0.0002
0.0036
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0027
0.0031
0.0368
0.0184
<0.0001
0.4723
0.1176
0.9957
<0.0001
0.3586
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50%:MC vs. 75%:HSMC
50%:MC vs. 100%:HS
50%:MC vs. 100%:MC
50%:MC vs. 100%:HSMC
50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC
75%:HS vs. 75%:MC
75%:HS vs. 75%:HSMC
75%:HS vs. 100%:HS
75%:HS vs. 100%:MC
75%:HS vs. 100%:HSMC
75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0103
-0.0861
-0.0190
-0.0158
-0.0531
-0.0068
-0.0039
-0.0797
-0.0125
-0.0094
0.0464
0.0492
-0.0265
0.0406
0.0438
0.0029
-0.0729
-0.0058
-0.0026
-0.0758
-0.0086
-0.0055
0.0671
0.0703
0.0032

-0.0296 to 0.009
-0.1054 to -0.0668
-0.0383 to 0.0003
-0.0337 to 0.0021
-0.0738 to -0.0325
-0.0261 to 0.0125
-0.0245 10 0.0167
-0.1003 to -0.0591
-0.0332 to 0.0081
-0.0287 to 0.0099

0.0271 to 0.0656

0.0286 to 0.0699
-0.0472 to -0.0059

0.02 to 0.0612

0.0245 to 0.0631
-0.0164 to 0.0222
-0.0922 to -0.0536
-0.0251 to 0.0135
-0.0205 to 0.0153
-0.0964 to -0.0552

-0.0293 t0 0.012
-0.0248 to0 0.0138

0.0465 to 0.0878

0.051 to 0.0896
-0.0161 to 0.0225

No
Si
No
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
No

0.8228
<0.0001
0.0585
0.1325
<0.0001
0.9927
>0.9999
<0.0001
0.6638
0.9006
<0.0001
<0.0001
0.0029
<0.0001
<0.0001
>0.9999
<0.0001
0.9985
>0.9999
<0.0001
0.9662
0.9991
<0.0001
<0.0001
>0.9999
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza por un periodo de 24 h

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:HS vs. 0%:MC 0.0009  -0.018to 0.0198 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0002 -0.0191to 0.0187 No >0.9999
0%:HS vs. 25%:HS -0.0346 -0.0535 to -0.0157 Si <0.0001
0%:HS vs. 25%:MC -0.0116 -0.0305 to 0.0074 No 0.6622
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0067 -0.0256 to 0.0122 No 0.9924
0%:HS vs. 50%:HS -0.0812 -0.1016 to -0.0608 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0334 -0.0523 t0 -0.0145 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0279  -0.0468 to -0.009 Si 0.0004
0%:HS vs. 75%:HS -0.0973 -0.1162 to -0.0784 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0473 -0.0662 to -0.0284 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0418 -0.0607 to -0.0229 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.2037 -0.2242 to0 -0.1833 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0650 -0.0854 to -0.0445 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0708 -0.0913 to -0.0504 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0011  -0.021t0 0.0178 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0355 -0.0544 to -0.0166 Si <0.0001
0%:MC vs. 25%:MC -0.0124  -0.0314 to 0.0065 No 0.5495
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0076  -0.0265 to 0.0113 No 0.9772
0%:MC vs. 50%:HS -0.0821 -0.1025 to -0.0616 Si <0.0001
0%:MC vs. 509%:MC -0.0343 -0.0532 to -0.0154 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0288 -0.0477 to -0.0099 Si 0.0002
0%:MC vs. 75%:HS -0.0982 -0.1171t0-0.0793 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0482 -0.0671 to -0.0293 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0427 -0.0616 to -0.0238 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.2046 -0.2251 to -0.1842 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0659 -0.0863 to -0.0454 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0717 -0.0921 to -0.0513 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0344 -0.0533 to -0.0155 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0114 -0.0303 to 0.0076 No 0.6869
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0065 -0.0254 to 0.0124 No 0.9942
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0810 -0.1014 to -0.0606 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0332 -0.0521t0-0.0143 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0277 -0.0466 to -0.0088 Si 0.0004
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0971 -0.116 to -0.0782 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 75%:MC -0.0471  -0.066 to -0.0282 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 75%:HSMC -0.0416 -0.0605 to -0.0227 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.
50%:MC vs.
50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC

-0.2035
-0.0648
-0.0706
0.0230
0.0279
-0.0466
0.0012
0.0067
-0.0627
-0.0127
-0.0072
-0.1692
-0.0304
-0.0362
0.0048
-0.0696
-0.0219
-0.0163
-0.0857
-0.0358
-0.0303
-0.1922
-0.0534
-0.0593
-0.0745
-0.0267
-0.0212
-0.0906
-0.0406
-0.0351
-0.1970
-0.0583
-0.0641
0.0478
0.0533
-0.0161
0.0339
0.0394
-0.1226
0.0162
0.0104
0.0055
-0.0639
-0.0139

-0.224 10 -0.1831
-0.0852 to -0.0443
-0.0911 to -0.0502

0.0041 to 0.042
0.009 to 0.0468

-0.067 to -0.0262
-0.0178 t0 0.0201
-0.0122 to 0.0256
-0.0816 to -0.0438
-0.0316 to 0.0062
-0.0261 to 0.0117
-0.1896 to -0.1487
-0.0508 to -0.0099
-0.0567 to -0.0158
-0.0141 to 0.0238
-0.0901 to -0.0492
-0.0408 to -0.003
-0.0353 to 0.0026
-0.1047 to -0.0668
-0.0547 to -0.0169
-0.0492 to -0.0114
-0.2126 t0 -0.1718
-0.0739 to -0.033
-0.0797 to -0.0388
-0.0949 to -0.054
-0.0456 to -0.0078
-0.0401 to -0.0023
-0.1095 to -0.0717
-0.0595 to -0.0217
-0.054 t0 -0.0162
-0.2175t0 -0.1766
-0.0787 to -0.0378
-0.0845 to -0.0437

0.0273 to 0.0682

0.0329 to 0.0737
-0.0365 to 0.0043

0.0134 to 0.0543

0.0189 to 0.0598
-0.1444 to -0.1007
-0.0056 to 0.0381
-0.0115 to 0.0322
-0.0134 to 0.0245
-0.0828 to -0.045

-0.0328 to 0.005

Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
No
No
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0059
0.0004
<0.0001
>0.9999
0.9925
<0.0001
0.5124
0.9851
<0.0001
0.0003
<0.0001
0.9997
<0.0001
0.0111
0.1554
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0007
0.016
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.2658
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.3539
0.9177
0.9989
<0.0001
0.3711
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50%:MC vs. 75%:HSMC
50%:MC vs. 100%:HS
50%:MC vs. 100%:MC
50%:MC vs. 100%:HSMC
50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC
75%:HS vs. 75%:MC
75%:HS vs. 75%:HSMC
75%:HS vs. 100%:HS
75%:HS vs. 100%:MC
75%:HS vs. 100%:HSMC
75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0084
-0.1703
-0.0315
-0.0374
-0.0694
-0.0194
-0.0139
-0.1759
-0.0371
-0.0429
0.0500
0.0555
-0.1065
0.0323
0.0265
0.0055
-0.1564
-0.0177
-0.0235
-0.1619
-0.0232
-0.0290
0.1388
0.1329
-0.0058

-0.0273 to 0.0105
-0.1908 to -0.1499
-0.052 t0 -0.0111
-0.0578 to -0.017
-0.0883 to -0.0505
-0.0383 to -0.0005
-0.0328 to 0.005
-0.1963 to -0.1554
-0.0575 to -0.0166
-0.0634 to -0.0225
0.0311 to 0.0689
0.0366 to 0.0744
-0.1269 to -0.086
0.0119 to 0.0528
0.006 to 0.0469
-0.0134 to 0.0244
-0.1769 to -0.136
-0.0381 to 0.0028
-0.0439 to -0.0031
-0.1824 to -0.1415
-0.0436 to -0.0027
-0.0494 to -0.0086
0.1169 to 0.1606
0.1111 t0 0.1548
-0.0277 to0 0.016

No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No

0.9493
<0.0001
0.0002
<0.0001
<0.0001
0.0392
0.3671
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0001
0.0026
0.999
<0.0001
0.1554
0.0118
<0.0001
0.014
0.0007
<0.0001
<0.0001
0.9996
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo HS

para los diferentes tiempos de inmovilizacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H -0.0003  -0.0259 to 0.0253 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H -0.0023  -0.0279 to 0.0233 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:6 H -0.0222 -0.0478 to 0.0034 No 0.1509
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0281 -0.0537 to -0.0025 Si 0.0203
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0369 -0.0625to -0.0113 Si 0.0006
0%:6 H vs. 50%:6 H -0.0487 -0.0743 to -0.0232 Si <0.0001
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.0594  -0.087 to -0.0317 Si <0.0001
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.0835 -0.1112 to -0.0559 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.0928 -0.1204 to -0.0651 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:12 H -0.0858 -0.1134 to -0.0581 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.0996 -0.1252to -0.074 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.1111 -0.1387 to -0.0834 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.1123  -0.14 to -0.0847 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.2061 -0.2337 t0 -0.1784 Si <0.0001
0%:12 H vs. 0%:24 H -0.0020 -0.0276 to 0.0236 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:6 H -0.0219  -0.0475 to 0.0037 No 0.1651
0%:12 H vs. 25%:12 H -0.0278 -0.0534 to -0.0022 Si 0.0227
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.0366  -0.0622 to -0.011 Si 0.0006
0%:12 H vs. 50%:6 H -0.0484  -0.074 to -0.0228 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.0591 -0.0867 to -0.0314 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.0832 -0.1109 to -0.0556 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.0925 -0.1201 to -0.0648 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:12 H -0.0855 -0.1131to0-0.0578 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.0993 -0.1249to -0.0737 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.1108 -0.1384 to -0.0831 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:12 H -0.1120 -0.1396 to -0.0844 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.2058 -0.2334t0-0.1781 Si <0.0001
0%:24 H vs. 25%:6 H -0.0198  -0.0454 to 0.0058 No 0.2856
0%:24 H vs. 25%:12 H -0.0258 -0.0514 to -0.0002 Si 0.0474
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.0346  -0.0602 to -0.009 Si 0.0015
0%:24 H vs. 50%:6 H -0.0464 -0.072to -0.0208 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:12 H -0.0570 -0.0847 to -0.0294 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.0812 -0.1088 to -0.0535 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:6 H -0.0905 -0.1181 to -0.0628 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:12 H -0.0834 -0.1111 to -0.0558 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.0973 -0.1229 to -0.0717 Si <0.0001
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:12 H vs

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

-0.1088
-0.1100
-0.2037
-0.0059
-0.0148
-0.0266
-0.0372
-0.0613
-0.0706
-0.0636
-0.0775
-0.0889
-0.0901
-0.1839
-0.0088
-0.0207
-0.0313
-0.0554
-0.0647
-0.0577
-0.0715
-0.0830
-0.0842
-0.1780
-0.0118
-0.0224
-0.0466
-0.0559
-0.0488
-0.0627
-0.0742
-0.0754
-0.1692
-0.0106
-0.0348
-0.0440
-0.0370
-0.0509
-0.0624
-0.0636
-0.1573
-0.0242
-0.0334
-0.0264

-0.1364 to -0.0811
-0.1376 to -0.0823
-0.2314 t0 -0.1761
-0.0315t0 0.0197
-0.0404 to 0.0109
-0.0522 to -0.001
-0.0648 to -0.0095
-0.089 to -0.0337
-0.0983 to -0.043
-0.0912 to -0.0359
-0.103 to -0.0519
-0.1166 to -0.0613
-0.1178 to -0.0625
-0.2116 to -0.1563
-0.0344 t0 0.0168
-0.0463 to 0.0049
-0.0589 to -0.0036
-0.0831 to -0.0278
-0.0924 to0 -0.0371
-0.0853 to -0.03
-0.0971 to -0.0459
-0.1106 to -0.0554
-0.1119 to -0.0566
-0.2056 to -0.1503
-0.0374 to0 0.0138
-0.0501 to 0.0052
-0.0742 10 -0.0189
-0.0835 to -0.0282
-0.0765 to -0.0212
-0.0883 to -0.0371
-0.1018 to -0.0465
-0.103 to -0.0477
-0.1968 to -0.1415
-0.0383 to 0.017
-0.0624 to -0.0071
-0.0717 to -0.0164
-0.0647 to -0.0094
-0.0765 to -0.0253
-0.09 to -0.0347
-0.0912 to -0.0359
-0.185 t0 -0.1297
-0.0537 to 0.0054
-0.063 to -0.0039
-0.056 to 0.0032

Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.7345
0.0355
0.0016
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9936
0.2316
0.0146
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9291
0.2249
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9833
0.004
0.0001
0.0017
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.2156
0.0146
0.1226
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.0403
-0.0517
-0.0530
-0.1467
-0.0093
-0.0022
-0.0161
-0.0276
-0.0288
-0.1226
0.0070
-0.0068
-0.0183
-0.0195
-0.1133
-0.0139
-0.0253
-0.0265
-0.1203
-0.0115
-0.0127
-0.1065
-0.0012
-0.0950
-0.0938

-0.0679 to -0.0126
-0.0813 to -0.0222
-0.0825 to -0.0234
-0.1763 t0 -0.1172
-0.0388 to 0.0203
-0.0318 to0 0.0273
-0.0438 to 0.0115
-0.0571 to 0.002
-0.0584 to 0.0008
-0.1521 to -0.093
-0.0225 to 0.0366
-0.0345 to 0.0208
-0.0479 10 0.0113
-0.0491t0 0.01
-0.1429 to -0.0837
-0.0415t0 0.0138
-0.0549 to 0.0042
-0.0561 to 0.003
-0.1499 to -0.0908
-0.0391 to 0.0162
-0.0403 t0 0.015
-0.1341 to -0.0788
-0.0308 to 0.0283
-0.1246 to -0.0654
-0.1233 to -0.0642

Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
Si
No
No
No
No
Si
No
No
No
Si
No
No
Si
No
Si
Si

0.0005
<0.0001
<0.0001
<0.0001

0.9975
>0.9999

0.7206

0.0891

0.0628
<0.0001

0.9999

0.9998

0.6348

0.5348
<0.0001

0.8772

0.1623

0.1182
<0.0001

0.9683

0.932
<0.0001
>0.9999
<0.0001
<0.0001
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo MC

para los diferentes tiempos de inmovilizacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H -0.0005 -0.0157 to 0.0148 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H -0.0004 -0.0156 t0 0.0148 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:6 H -0.0090 -0.0242 to 0.0062 No 0.7158
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0066  -0.0218 to 0.0086 No 0.9589
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0128  -0.028 to 0.0024 No 0.1839
0%:6 H vs. 50%:6 H -0.0275 -0.0427 to -0.0123 Si <0.0001
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.0252 -0.0404 to -0.0099 Si <0.0001
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.0347 -0.0499 to -0.0195 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.0442  -0.0594 to -0.029 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:12 H -0.0383 -0.0536 to -0.0231 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.0486 -0.0638 to -0.0334 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.0600 -0.0752 to -0.0448 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.0441 -0.0605 to -0.0277 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.0662 -0.0827 to -0.0498 Si <0.0001
0%:12 H vs. 0%:24 H 0.0001  -0.0152 to0 0.0153 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:6 H -0.0085 -0.0237 to 0.0067 No 0.7806
0%:12 H vs. 25%:12 H -0.0061 -0.0214 to 0.0091 No 0.9769
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.0124  -0.0276 to 0.0029 No 0.2274
0%:12 H vs. 50%:6 H -0.0270 -0.0422t0-0.0118 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.0247 -0.0399 to -0.0095 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.0342  -0.0495 to -0.019 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.0437 -0.0589 to -0.0285 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:12 H -0.0379 -0.0531 to -0.0227 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.0481 -0.0633 to -0.0329 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.0596 -0.0748 to -0.0444 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:12 H -0.0437 -0.0601 to -0.0272 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.0658 -0.0822 to -0.0494 Si <0.0001
0%:24 H vs. 25%:6 H -0.0086 -0.0238 to 0.0066 No 0.7715
0%:24 H vs. 25%:12 H -0.0062  -0.0214 to 0.009 No 0.9747
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.0124  -0.0277 to 0.0028 No 0.2206
0%:24 H vs. 50%:6 H -0.0271 -0.0423t0-0.0119 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:12 H -0.0248  -0.04 to -0.0095 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.0343 -0.0495 to -0.0191 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:6 H -0.0438 -0.059 to -0.0286 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:12 H -0.0380 -0.0532 to -0.0227 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.0482  -0.0634 to -0.033 Si <0.0001
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

-0.0596
-0.0437
-0.0659
0.0024
-0.0039
-0.0185
-0.0162
-0.0257
-0.0352
-0.0294
-0.0396
-0.0511
-0.0351
-0.0573
-0.0062
-0.0209
-0.0186
-0.0281
-0.0376
-0.0318
-0.0420
-0.0534
-0.0375
-0.0596
-0.0146
-0.0123
-0.0219
-0.0314
-0.0255
-0.0358
-0.0472
-0.0313
-0.0534
0.0023
-0.0072
-0.0167
-0.0109
-0.0211
-0.0326
-0.0167
-0.0388
-0.0095
-0.0190
-0.0132

-0.0749 to -0.0444
-0.0602 to -0.0273
-0.0823 to -0.0494
-0.0128 t0 0.0176
-0.0191 to0 0.0114
-0.0337 to -0.0033
-0.0314 to -0.001
-0.0409 to -0.0105
-0.0504 to -0.02
-0.0446 to -0.0142
-0.0548 to -0.0244
-0.0663 to -0.0359
-0.0516 to -0.0187
-0.0737 to -0.0408
-0.0214 to 0.009
-0.0361 to -0.0057
-0.0338 to -0.0033
-0.0433 10 -0.0129
-0.0528 to -0.0224
-0.047 t0 -0.0165
-0.0572 to -0.0268
-0.0687 to -0.0382
-0.054 t0 -0.0211
-0.0761 to -0.0432
-0.0299 to 0.0006
-0.0276 to 0.0029
-0.0371 to -0.0067
-0.0466 to -0.0161
-0.0407 to -0.0103
-0.051 to -0.0206
-0.0624 to -0.032
-0.0477 t0 -0.0149
-0.0699 to -0.037
-0.0129 t0 0.0175
-0.0225 to 0.008
-0.0319 to -0.0015
-0.0261 to 0.0043
-0.0363 to -0.0059
-0.0478 t0 -0.0174
-0.0331 to -0.0002
-0.0552 to -0.0223
-0.0248 to 0.0057
-0.0342 to -0.0038
-0.0284 to 0.002

Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.9998
0.0059
0.0276
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9741
0.0011
0.0056
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0699
0.2306
0.0005
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.9189
0.0196
0.4156
0.0009
<0.0001
0.0444
<0.0001
0.6269
0.0041
0.1528
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.0234
-0.0349
-0.0190
-0.0411
-0.0095
-0.0037
-0.0139
-0.0253
-0.0094
-0.0315
0.0058
-0.0044
-0.0159
0.0001
-0.0221
-0.0102
-0.0217
-0.0058
-0.0279
-0.0115
0.0045
-0.0177
0.0159
-0.0062
-0.0221

-0.0386 to -0.0082
-0.0501 to -0.0197
-0.0354 to -0.0025
-0.0575 to -0.0247
-0.0247 to 0.0057
-0.0189 to0 0.0116
-0.0291 to 0.0013
-0.0406 to -0.0101
-0.0259 to 0.007
-0.048 t0 -0.0151
-0.0094 to 0.0211
-0.0196 to 0.0108
-0.0311 to -0.0006
-0.0164 to 0.0165
-0.0385 to -0.0056
-0.0255 to 0.005
-0.0369 to -0.0065
-0.0222 to 0.0107
-0.0443 to -0.0115
-0.0267 to 0.0038
-0.012 to 0.0209
-0.0341 to -0.0012
-0.0005 to 0.0324
-0.0226 to 0.0102
-0.0397 to -0.0046

Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
No
Si
No
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
No
Si
No
No
Si

0.0002
<0.0001
0.0113
<0.0001
0.6358
0.9999
0.1064
<0.0001
0.7526
<0.0001
0.9851
0.9991
0.0339
>0.9999
0.0015
0.5158
0.0006
0.9934
<0.0001
0.3358
0.9995
0.0249
0.066
0.987
0.0037
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo

HSMC para los diferentes tiempos de inmovilizacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H -0.0004 -0.0132to 0.0125 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H -0.0005 -0.0134t00.0123 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:6 H -0.0067 -0.0195 to 0.0062 No 0.853
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0101  -0.0229 to 0.0028 No 0.2765
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0070  -0.0199 to 0.0058 No 0.805
0%:6 H vs. 50%:6 H -0.0207 -0.0335 to -0.0078 Si <0.0001
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.0306 -0.0445 to -0.0167 Si <0.0001
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.0282 -0.0411 to -0.0154 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.0400 -0.0529 to -0.0272 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:12 H -0.0345 -0.0484 to -0.0206 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.0421  -0.055 to -0.0293 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.0474  -0.0603 to -0.0346 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.0400 -0.0528 to -0.0271 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.0711 -0.085to -0.0573 Si <0.0001
0%:12 H vs. 0%:24 H -0.0001  -0.013t0 0.0127 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:6 H -0.0063 -0.0192 to 0.0066 No 0.8987
0%:12 H vs. 25%:12 H -0.0097  -0.0225 to 0.0032 No 0.3337
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.0066  -0.0195 to 0.0062 No 0.8592
0%:12 H vs. 50%:6 H -0.0203 -0.0331 to -0.0074 Si 0.0001
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.0302 -0.0441t0-0.0163 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.0278  -0.0407 to -0.015 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.0397 -0.0525 to -0.0268 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:12 H -0.0341  -0.048 to -0.0202 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.0418 -0.0546 to -0.0289 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.0470 -0.0599 to -0.0342 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:12 H -0.0396 -0.0525 to -0.0268 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.0707 -0.0846 to -0.0569 Si <0.0001
0%:24 H vs. 25%:6 H -0.0062  -0.019 to 0.0067 No 0.9117
0%:24 H vs. 25%:12 H -0.0096  -0.0224 to 0.0033 No 0.354
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.0065 -0.0194 to 0.0063 No 0.875
0%:24 H vs. 50%:6 H -0.0201  -0.033to0 -0.0073 Si 0.0001
0%:24 H vs. 50%:12 H -0.0301  -0.044 to -0.0162 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.0277 -0.0406 to -0.0148 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:6 H -0.0395 -0.0524 to -0.0267 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:12 H -0.0340 -0.0479 to -0.0201 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.0416 -0.0545 to -0.0288 Si <0.0001
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:12 H vs

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

-0.0469
-0.0395
-0.0706
-0.0034
-0.0003
-0.0140
-0.0239
-0.0215
-0.0334
-0.0278
-0.0354
-0.0407
-0.0333
-0.0644
0.0030
-0.0106
-0.0206
-0.0182
-0.0300
-0.0245
-0.0321
-0.0374
-0.0299
-0.0611
-0.0136
-0.0236
-0.0212
-0.0330
-0.0275
-0.0351
-0.0404
-0.0330
-0.0641
-0.0100
-0.0076
-0.0194
-0.0139
-0.0215
-0.0268
-0.0193
-0.0505
0.0024
-0.0094
-0.0039

-0.0598 to -0.0341
-0.0523 to -0.0266
-0.0845 to -0.0567
-0.0162 to 0.0095
-0.0132 to 0.0125
-0.0268 to -0.0011
-0.0378 t0 -0.01
-0.0344 to -0.0087
-0.0462 to -0.0205
-0.0417 to0 -0.0139
-0.0483 to -0.0226
-0.0536 to -0.0279
-0.0462 to -0.0205
-0.0783 to -0.0506
-0.0099 to 0.0159
-0.0234 to 0.0023
-0.0344 to -0.0067
-0.031 to -0.0053
-0.0428 to0 -0.0171
-0.0383 to -0.0106
-0.0449 to0 -0.0192
-0.0502 to -0.0245
-0.0428 t0 -0.0171
-0.075t0 -0.0472
-0.0265 to -0.0008
-0.0375 to -0.0097
-0.034 to -0.0083
-0.0459 to -0.0202
-0.0414 to0 -0.0136
-0.048 to -0.0223
-0.0533 to -0.0276
-0.0458 to -0.0201
-0.078 to -0.0502
-0.0239 to 0.0039
-0.0204 to 0.0053
-0.0322 to -0.0065
-0.0277t0 0
-0.0343 to -0.0086
-0.0396 to -0.0139
-0.0322 to -0.0065
-0.0644 to -0.0366
-0.0115 to 0.0163
-0.0233 to 0.0045
-0.0187 to 0.0109

Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9997
>0.9999
0.0222
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.2099
0.0003
0.0007
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0286
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.409
0.7167
0.0002
0.0507
<0.0001
<0.0001
0.0002
<0.0001
>0.9999
0.4995
0.9997
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.0115
-0.0168
-0.0094
-0.0405
-0.0118
-0.0063
-0.0139
-0.0192
-0.0118
-0.0429
0.0055
-0.0021
-0.0074
0.0000
-0.0311
-0.0076
-0.0129
-0.0055
-0.0366
-0.0053
0.0021
-0.0290
0.0074
-0.0237
-0.0311

-0.0254 to 0.0024
-0.0307 to -0.0029
-0.0233 to 0.0045
-0.0554 to -0.0257
-0.0247 to 0.001
-0.0202 to 0.0076
-0.0268 to -0.0011
-0.0321 to -0.0064
-0.0246 to 0.0011
-0.0568 to -0.029
-0.0084 to 0.0194
-0.015 t0 0.0108
-0.0203 to 0.0055
-0.0128 to 0.0129
-0.045 10 -0.0172
-0.0215 to 0.0063
-0.0268 to 0.001
-0.0194 to 0.0084
-0.0515 to -0.0218
-0.0182 to 0.0076
-0.0107 to 0.015
-0.0429 to -0.0151
-0.0054 to 0.0203
-0.0376 to -0.0098
-0.045 10 -0.0173

No
Si
No
Si
No
No
Si
Si
No
Si
No
No
No
No
Si
No
No
No
Si
No
No
Si
No
Si
Si

0.2008
0.0063
0.5072
<0.0001
0.1001
0.9408
0.0229
0.0003
0.1029
<0.0001
0.9791
>0.9999
0.7458
>0.9999
<0.0001
0.8004
0.0918
0.9805
<0.0001
0.9721
>0.9999
<0.0001
0.7383
<0.0001
<0.0001
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza y se libera por un tiempo de 6 y 4 h, respectivamente

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:HS vs. 0%:MC -0.0016 -0.0121 to 0.0089 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0013 -0.0112 to 0.0085 No >0.9999
0%:HS vs. 25%:HS -0.0159 -0.0264 to -0.0054 Si 0.0003
0%:HS vs. 25%:MC -0.0113 -0.0218 to -0.0007 Si 0.0266
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0113 -0.0211 to -0.0015 Si 0.0126
0%:HS vs. 50%:HS -0.0269 -0.0374 to -0.0164 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0152 -0.0257 to -0.0046 Si 0.0006
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0162 -0.0267 to -0.0057 Si 0.0002
0%:HS vs. 75%:HS -0.0415  -0.052to -0.031 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0273 -0.0378 to -0.0167 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0248 -0.0346 to -0.0149 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.0820 -0.0925 to -0.0715 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0359 -0.0457 to -0.0261 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0346 -0.0445 to -0.0248 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC 0.0002  -0.0097 to 0.0101 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0143 -0.0248 to -0.0038 Si 0.0015
0%:MC vs. 25%:MC -0.0097  -0.0202 to 0.0008 No 0.0977
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0097  -0.0196 to 0.0001 No 0.055
0%:MC vs. 50%:HS -0.0253 -0.0358 to -0.0148 Si <0.0001
0%:MC vs. 509%:MC -0.0136 -0.0241 to -0.0031 Si 0.003
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0147 -0.0252 to -0.0041 Si 0.001
0%:MC vs. 75%:HS -0.0399 -0.0504 to -0.0294 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0257 -0.0362 to -0.0152 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0232 -0.0331t0 -0.0134 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.0804 -0.0909 to -0.0699 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0343 -0.0442 to -0.0245 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0330 -0.0429 to -0.0232 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0146 -0.0244 to -0.0047 Si 0.0004
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0099 -0.0198 to -0.0001 Si 0.0467
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0100 -0.0191 to -0.0009 Si 0.0213
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0255 -0.0354 to -0.0157 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0138  -0.0237 to -0.004 Si 0.0009
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0149  -0.0247 to -0.005 Si 0.0003
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0402  -0.05to -0.0303 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 75%:MC -0.0259 -0.0358 to -0.0161 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 75%:HSMC -0.0234 -0.0326 to -0.0143 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.
50%:MC vs.
50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC

-0.0806
-0.0346
-0.0333
0.0046
0.0046
-0.0110
0.0007
-0.0003
-0.0256
-0.0114
-0.0089
-0.0661
-0.0200
-0.0187
0.0000
-0.0156
-0.0039
-0.0050
-0.0302
-0.0160
-0.0135
-0.0707
-0.0246
-0.0234
-0.0156
-0.0039
-0.0049
-0.0302
-0.0160
-0.0135
-0.0707
-0.0246
-0.0233
0.0117
0.0107
-0.0146
-0.0004
0.0021
-0.0551
-0.0090
-0.0077
-0.0011
-0.0263
-0.0121

-0.0905 to -0.0708
-0.0437 to -0.0254
-0.0424 to -0.0242
-0.0059 to 0.0152
-0.0053 to 0.0144
-0.0215 to -0.0005
-0.0098 t0 0.0113
-0.0109 to 0.0102
-0.0361 to -0.0151
-0.0219 to -0.0008
-0.0187 to 0.0009
-0.0766 to -0.0556
-0.0298 to -0.0102
-0.0286 to -0.0089
-0.0099 to 0.0098
-0.0261 to -0.0051
-0.0144 to 0.0066
-0.0155 to 0.0056
-0.0408 to -0.0197
-0.0265 to -0.0055
-0.0234 to -0.0037
-0.0812 to -0.0602
-0.0345 to0 -0.0148
-0.0332 to0 -0.0135
-0.0254 to -0.0057
-0.0137 to 0.006
-0.0148 to 0.0049
-0.04 to -0.0203
-0.0258 to -0.0061
-0.0226 to -0.0044
-0.0805 to -0.0608
-0.0337 to -0.0155
-0.0324 to -0.0142
0.0012 to 0.0222
0.0001 to 0.0212
-0.0251 to -0.0041
-0.0109 to 0.0101
-0.0077 to 0.0119
-0.0656 to -0.0446
-0.0189 to 0.0008
-0.0176 to 0.0021
-0.0116 to 0.0095
-0.0368 to -0.0158
-0.0226 to -0.0016

Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
No
Si
Si

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.946
0.9196
0.0338
>0.9999
>0.9999
<0.0001
0.0242
0.112
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.0004
0.9865
0.9128
<0.0001
0.0003
0.0013
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0001
0.9785
0.8743
<0.0001
<0.0001
0.0004
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0177
0.0447
0.0011
>0.9999
>0.9999
<0.0001
0.1014
0.262
>0.9999
<0.0001
0.0125
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50%:MC vs. 75%:HSMC
50%:MC vs. 100%:HS
50%:MC vs. 100%:MC
50%:MC vs. 100%:HSMC
50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC
75%:HS vs. 75%:MC
75%:HS vs. 75%:HSMC
75%:HS vs. 100%:HS
75%:HS vs. 100%:MC
75%:HS vs. 100%:HSMC
75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0096
-0.0668
-0.0207
-0.0194
-0.0253
-0.0110
-0.0086
-0.0658
-0.0197
-0.0184
0.0142
0.0167
-0.0405
0.0056
0.0069
0.0025
-0.0547
-0.0086
-0.0074
-0.0572
-0.0111
-0.0098
0.0461
0.0474
0.0013

-0.0195 to 0.0002
-0.0773 to -0.0563
-0.0306 to -0.0109
-0.0293 to -0.0096
-0.0358 to -0.0148
-0.0216 to -0.0005
-0.0184 to 0.0013
-0.0763 to -0.0552
-0.0295 to -0.0098
-0.0282 to -0.0085
0.0037 to 0.0248
0.0069 to 0.0265
-0.051 t0 -0.03
-0.0042 to 0.0154
-0.003 to 0.0167
-0.0074 t0 0.0123
-0.0652 to -0.0442
-0.0185 to 0.0012
-0.0172 to 0.0025
-0.067 to -0.0473
-0.0202 to -0.002
-0.0189 to -0.0007
0.0362 to 0.0559
0.0375 t0 0.0572
-0.0078 to 0.0104

No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
No

0.0607
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

0.0322

0.1448
<0.0001
<0.0001
<0.0001

0.0016
<0.0001
<0.0001

0.7425

0.4361

0.9997
<0.0001

0.1374

0.3336
<0.0001

0.0063

0.0246
<0.0001
<0.0001
>0.9999
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza y se libera por un tiempo de 12y 4 h,

respectivamente

Pruepa (_:ie comparaciones Diferer_1cia 95_% IC (_:ie . Significativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 219 ajustado
0%:HS vs. 0%:MC 0.0002 -0.01161t00.012 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0018 -0.0136 to 0.01 No >0.9999
0%:HS vs. 25%:HS -0.0191 -0.0309 to -0.0073 Si <0.0001
0%:HS vs. 25%:MC -0.0100 -0.0218 t0 0.0018 No 0.1763
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0107 -0.02251t0 0.0011 No 0.1087
0%:HS vs. 50%:HS -0.0286 -0.0404 to -0.0168 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0151 -0.0269 to -0.0033 Si 0.0028
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0143 -0.0261 to -0.0026 Si 0.0058
0%:HS vs. 75%:HS -0.0442 -0.0569 to -0.0314 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0255 -0.0373to0 -0.0137 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0220 -0.0338to0 -0.0102 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.0809 -0.0927 to -0.0691 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0389 -0.0507 to -0.0271 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0328  -0.04451t0 -0.021 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0020 -0.0138 to 0.0098 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0193 -0.0311to -0.0075 Si <0.0001
0%:MC vs. 25%:MC -0.0102  -0.022 to 0.0016 No 0.1578
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0109 -0.0227 to 0.0009 No 0.0962
0%:MC vs. 50%:HS -0.0288 -0.0406 to -0.017 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0153 -0.0271 to -0.0035 Si 0.0024
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0145 -0.0263 to -0.0027 Si 0.005
0%:MC vs. 75%:HS -0.0444 -0.0571t0 -0.0316 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0257 -0.0374 to -0.0139 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0222 -0.034 to -0.0104 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.0811 -0.0929 to -0.0693 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0391 -0.0509 to -0.0273 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0329 -0.0447 to -0.0211 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0173 -0.0291 to -0.0055 Si 0.0003
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0082 -0.02 to 0.0036 No 0.462
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0089 -0.0207 to 0.0029 No 0.3266
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0268 -0.0386 to -0.015 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0133 -0.0251 to -0.0015 Si 0.0141
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0125 -0.0243 to -0.0008 Si 0.0275
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0424 -0.0551 to -0.0296 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 75%:MC
0%:HSMC vs. 75%:HSMC
0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC

-0.0237
-0.0202
-0.0791
-0.0371
-0.0310
0.0091
0.0084
-0.0095
0.0040
0.0048
-0.0251
-0.0064
-0.0029
-0.0618
-0.0198
-0.0136
-0.0007
-0.0186
-0.0051
-0.0043
-0.0342
-0.0155
-0.0120
-0.0709
-0.0289
-0.0228
-0.0179
-0.0044
-0.0036
-0.0334
-0.0147
-0.0113
-0.0702
-0.0282
-0.0220
0.0135
0.0143
-0.0155
0.0032
0.0066
-0.0523
-0.0103
-0.0041
0.0008

-0.0355 t0 -0.0119
-0.032 to -0.0084
-0.0909 to -0.0673
-0.0489 to -0.0253
-0.0427 to0 -0.0192
-0.0027 to 0.0209
-0.0034 to 0.0202
-0.0213 to 0.0023
-0.0078 to 0.0158
-0.007 to 0.0166
-0.0378 to -0.0123
-0.0181 to 0.0054
-0.0147 to 0.0089
-0.0736 to -0.05
-0.0316 to -0.008
-0.0254 to -0.0018
-0.0125t0 0.0111
-0.0304 to -0.0068
-0.0169 to 0.0067
-0.0161 to 0.0075
-0.0469 to -0.0214
-0.0273 to -0.0037
-0.0238 to -0.0002
-0.0827 to -0.0591
-0.0407 to -0.0171
-0.0345t0 -0.011
-0.0297 to -0.0061
-0.0162 to 0.0074
-0.0154 to 0.0082
-0.0462 to -0.0207
-0.0265 to -0.003
-0.0231 to 0.0005
-0.082 to -0.0584
-0.04 to -0.0164
-0.0338 to -0.0102
0.0017 to 0.0253
0.0025 to 0.0261
-0.0283 to -0.0028
-0.0086 to 0.015
-0.0052 to 0.0184
-0.0641 to -0.0405
-0.0221 to 0.0015
-0.0159 to 0.0077
-0.011 to 0.0126

Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.2961
0.4256
0.2378
0.9954
0.9762
<0.0001
0.8234
0.9999
<0.0001
<0.0001
0.0109
>0.9999
<0.0001
0.9584
0.9899
<0.0001
0.002
0.0422
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0002
0.9886
0.9984
<0.0001
0.004
0.0737
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0122
0.006
0.0055
0.9996
0.7777
<0.0001
0.1461
0.9938
>0.9999
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50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs

. 715%:HS

. 715%:MC

. 715%:HSMC
. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC

75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs

. 15%:MC

. 715%:HSMC

. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0290
-0.0103
-0.0069
-0.0658
-0.0238
-0.0176
-0.0298
-0.0111
-0.0077
-0.0666
-0.0246
-0.0184
0.0187
0.0222
-0.0368
0.0052
0.0114
0.0035
-0.0555
-0.0135
-0.0073
-0.0589
-0.0169
-0.0107
0.0420
0.0482
0.0062

-0.0418 to -0.0163
-0.0221 to 0.0014
-0.0187 to 0.0049
-0.0776 to -0.054
-0.0356 to -0.012
-0.0294 to -0.0058
-0.0426 t0 -0.0171
-0.0229 to 0.0007
-0.0195 to 0.0041
-0.0784 to -0.0548
-0.0364 to -0.0128
-0.0302 to -0.0066
0.006 to 0.0314
0.0094 to 0.0349
-0.0495 to -0.024
-0.0075 10 0.018
-0.0013 to 0.0242
-0.0083 to 0.0153
-0.0672 to -0.0437
-0.0252 to -0.0017
-0.0191 to 0.0045
-0.0707 to -0.0471
-0.0287 to -0.0051
-0.0225 to 0.001
0.0302 to 0.0538
0.0364 to 0.06
-0.0056 to 0.018

Si
No
No
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
No
Si
Si
No
Si
Si
No

<0.0001
0.1415
0.7308
<0.0001
<0.0001
0.0003
<0.0001
0.0818
0.5717
<0.0001
<0.0001
0.0001
0.0003
<0.0001
<0.0001
0.9729
0.1212
0.9989
<0.0001
0.0127
0.6521
<0.0001
0.0005
0.1079
<0.0001
<0.0001
0.8499
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza y se libera por un tiempo de 24y 4 h,

respectivamente

Pruepa (_:ie comparaciones Diferer_1cia 95_% IC (_:ie . Significativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 219 ajustado
0%:HS vs. 0%:MC -0.0006 -0.0173t00.0162 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0019 -0.0186t0 0.0149 No >0.9999
0%:HS vs. 25%:HS -0.0257 -0.0424 to -0.0089 Si 0.0002
0%:HS vs. 25%:MC -0.0115 -0.0283 to 0.0052 No 0.4814
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0119 -0.0286 to 0.0049 No 0.4351
0%:HS vs. 50%:HS -0.0533 -0.0701 to -0.0366 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0205 -0.0373to -0.0038 Si 0.0053
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0191 -0.0359 to -0.0024 Si 0.0128
0%:HS vs. 75%:HS -0.0737  -0.0905 to -0.057 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0310 -0.0477 to -0.0142 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0344 -0.0511t0-0.0176 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.1129  -0.131 to -0.0948 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0392  -0.056 to -0.0225 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0364 -0.0532t0 -0.0197 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0013  -0.018t0 0.0155 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0251 -0.0419 to -0.0084 Si 0.0002
0%:MC vs. 25%:MC -0.0109 -0.0277 to 0.0058 No 0.5676
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0113  -0.028 to 0.0055 No 0.5195
0%:MC vs. 50%:HS -0.0527 -0.0695 to -0.036 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0199 -0.0367 to -0.0032 Si 0.0077
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0185 -0.0353to -0.0018 Si 0.0183
0%:MC vs. 75%:HS -0.0731 -0.0899 to -0.0564 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0304 -0.04711t0-0.0136 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0338  -0.0505 to -0.017 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.1123 -0.1304 to -0.0942 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0386 -0.0554 to -0.0219 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0358 -0.0526 to -0.0191 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0238 -0.0406 to -0.0071 Si 0.0006
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0096 -0.0264 to 0.0071 No 0.7477
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0100 -0.0267 to 0.0068 No 0.7033
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0514 -0.0682 to -0.0347 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0187 -0.0354 to -0.0019 Si 0.0168
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0172  -0.034 to -0.0005 Si 0.0384
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0719 -0.0886 to -0.0551 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 75%:MC
0%:HSMC vs. 75%:HSMC
0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:MC vs

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

. 50%:HSMC

-0.0291
-0.0325
-0.1110
-0.0374
-0.0345
0.0142
0.0139
-0.0276
0.0052
0.0066
-0.0480
-0.0053
-0.0087
-0.0872
-0.0135
-0.0107
-0.0003
-0.0418
-0.0090
-0.0076
-0.0622
-0.0195
-0.0229
-0.1013
-0.0277
-0.0249
-0.0415
-0.0087
-0.0073
-0.0619
-0.0191
-0.0225
-0.1010
-0.0274
-0.0246
0.0328
0.0342
-0.0204
0.0223
0.0189
-0.0596
0.0141
0.0169
0.0014

-0.0458 to -0.0124
-0.0492 to -0.0158
-0.1291 to -0.0929
-0.0541 to -0.0206
-0.0513 t0 -0.0178
-0.0026 to 0.0309
-0.0029 to 0.0306
-0.0444 to -0.0109
-0.0116 to 0.0219
-0.0102 to 0.0233
-0.0648 to -0.0313
-0.022 to 0.0115
-0.0254 to 0.0081
-0.1053 to -0.0691
-0.0303 to 0.0032
-0.0275 to 0.006
-0.0171 to 0.0164
-0.0585 to -0.025
-0.0258 to 0.0077
-0.0243 to 0.0092
-0.079 to -0.0455
-0.0362 to -0.0027
-0.0396 to -0.0061
-0.1194 to -0.0833
-0.0445 t0 -0.011
-0.0416 to -0.0081
-0.0582 to -0.0247
-0.0254 to 0.0081
-0.024 to 0.0095
-0.0786 to -0.0451
-0.0359 to -0.0024
-0.0393 to -0.0058
-0.1191 to -0.0829
-0.0441 to -0.0106
-0.0413 to -0.0078
0.016 to 0.0495
0.0175to0 0.051
-0.0372 to -0.0037
0.0056 to 0.0391
0.0022 to 0.0357
-0.0777 to -0.0415
-0.0027 to 0.0308
0.0001 to 0.0336
-0.0153 t0 0.0182

Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
No
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.1789
0.2066
<0.0001
0.9982
0.9815
<0.0001
0.9978
0.8603
<0.0001
0.2358
0.5984
>0.9999
<0.0001
0.825
0.9435
<0.0001
0.0103
0.0011
<0.0001
<0.0001
0.0003
<0.0001
0.8596
0.9598
<0.0001
0.0127
0.0014
<0.0001
<0.0001
0.0004
<0.0001
<0.0001
0.0056
0.0016
0.0141
<0.0001
0.1872
0.0461
>0.9999
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50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs

. 715%:HS

. 715%:MC

. 715%:HSMC
. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC

75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs

. 15%:MC

. 715%:HSMC

. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0532
-0.0104
-0.0138
-0.0923
-0.0187
-0.0159
-0.0546
-0.0119
-0.0153
-0.0938
-0.0201
-0.0173
0.0428
0.0394
-0.0391
0.0345
0.0373
-0.0034
-0.0819
-0.0083
-0.0054
-0.0785
-0.0049
-0.0020
0.0736
0.0765
0.0028

-0.07 to -0.0365
-0.0272 to 0.0063
-0.0306 to 0.0029
-0.1104 to -0.0743
-0.0355 to -0.002
-0.0326 to 0.0009
-0.0714 to -0.0379
-0.0286 to 0.0049

-0.032 to 0.0015
-0.1119 to0 -0.0757
-0.0369 to -0.0034
-0.0341 to -0.0006

0.026 to 0.0595
0.0226 to 0.0561
-0.0572 t0 -0.021

0.0178 t0 0.0513

0.0206 to 0.0541
-0.0202 to 0.0134

-0.1to0 -0.0638

-0.025 to 0.0085
-0.0222 10 0.0113
-0.0966 to -0.0604
-0.0216 to 0.0119
-0.0188 to 0.0147

0.0555 t0 0.0917

0.0584 to 0.0945
-0.0139 to0 0.0196

Si
No
No
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
No

<0.0001
0.6374
0.2072
<0.0001
0.0163
0.079
<0.0001
0.4324
0.1077
<0.0001
0.0068
0.0366
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
<0.0001
0.8972
0.997
<0.0001
0.9991
>0.9999
<0.0001
<0.0001
>0.9999
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza y se libera por un tiempo de 6 y 48 h,

respectivamente

Pruepa (_:ie comparaciones Diferer_1cia 95_% IC (_:ie . Significativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 219 ajustado
0%:HS vs. 0%:MC -0.0029 -0.0147 to 0.0089 No 0.9998
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0047 -0.01651t0 0.0071 No 0.9726
0%:HS vs. 25%:HS -0.0153 -0.0271 to -0.0035 Si 0.0031
0%:HS vs. 25%:MC -0.0123 -0.0241 to -0.0005 Si 0.0351
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0116 -0.0227 to -0.0006 Si 0.0308
0%:HS vs. 50%:HS -0.0259 -0.0377 to -0.0142 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0183 -0.0301 to -0.0065 Si 0.0002
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0215 -0.03251t0-0.0104 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HS -0.0483 -0.0601 to -0.0365 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0265 -0.0383to0 -0.0147 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0324 -0.0442 to -0.0206 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.0957 -0.1075to -0.0839 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0455 -0.0573to -0.0337 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0402 -0.052 to -0.0284 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0018 -0.0136 to 0.01 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0124 -0.0242 to -0.0006 Si 0.0319
0%:MC vs. 25%:MC -0.0094 -0.0212 to 0.0024 No 0.2429
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0087 -0.0198 to 0.0023 No 0.2464
0%:MC vs. 50%:HS -0.0231 -0.03481t0-0.0113 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0154 -0.0272 to -0.0036 Si 0.0028
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0186 -0.0296 to -0.0075 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HS -0.0454 -0.0572to -0.0336 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0236 -0.0354 to -0.0118 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0295 -0.0413t0-0.0177 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.0928 -0.1046 to -0.081 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0426 -0.0544 to -0.0308 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0373  -0.0491 to -0.0255 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0106  -0.0224 to 0.0012 No 0.1168
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0075 -0.0193 to 0.0042 No 0.5663
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0069 -0.018to 0.0041 No 0.5974
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0212 -0.033 to -0.0094 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0136 -0.0254 to -0.0018 Si 0.0125
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0167 -0.0278 to -0.0057 Si 0.0003
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0436 -0.0554 to -0.0318 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 75%:MC
0%:HSMC vs. 75%:HSMC
0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC

-0.0217
-0.0277
-0.0910
-0.0408
-0.0355
0.0030
0.0037
-0.0107
-0.0030
-0.0062
-0.0330
-0.0112
-0.0171
-0.0804
-0.0302
-0.0249
0.0006
-0.0137
-0.0060
-0.0092
-0.0361
-0.0142
-0.0202
-0.0834
-0.0332
-0.0279
-0.0143
-0.0067
-0.0098
-0.0367
-0.0148
-0.0208
-0.0841
-0.0339
-0.0286
0.0076
0.0045
-0.0224
-0.0005
-0.0065
-0.0698
-0.0196
-0.0142
-0.0031

-0.0335 to -0.0099
-0.0395 to -0.0159
-0.1028 to -0.0792
-0.0526 to -0.029
-0.0473 to -0.0237
-0.0088 to 0.0148
-0.0074 to 0.0147
-0.0225 to 0.0011
-0.0148 to 0.0088
-0.0172 to 0.0049
-0.0448 to -0.0213
-0.023 to 0.0006
-0.0289 to -0.0053
-0.0922 to -0.0686
-0.042 t0 -0.0184
-0.0367 to -0.0131
-0.0104 to 0.0117
-0.0255 to -0.0019
-0.0178 to 0.0058
-0.0202 to 0.0018
-0.0479 to0 -0.0243
-0.026 to -0.0024
-0.0319 to -0.0084
-0.0952 to -0.0716
-0.045to0 -0.0214
-0.0397 to -0.0161
-0.0253 to -0.0033
-0.0177 to 0.0044
-0.02 to 0.0004
-0.0477 to -0.0257
-0.0259 to -0.0038
-0.0318 to -0.0098
-0.0951 to -0.073
-0.0449 to -0.0228
-0.0396 to -0.0175
-0.0042 to 0.0194
-0.0065 to 0.0155
-0.0342 to -0.0106
-0.0123 to0 0.0113
-0.0183 to 0.0053
-0.0815 to -0.058
-0.0313 to -0.0078
-0.026 to -0.0025
-0.0142 to 0.0079

Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9996
0.9949
0.1106
0.9996
0.7563
<0.0001
0.0781
0.0006
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.0116
0.8469
0.1873
<0.0001
0.0077
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.003
0.6519
0.0695
<0.0001
0.0019
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.5483
0.9684
<0.0001
>0.9999
0.7763
<0.0001
<0.0001
0.0073
0.9989
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50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs

. 715%:HS

. 715%:MC

. 715%:HSMC
. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC

75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs

. 15%:MC

. 715%:HSMC

. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0300
-0.0081
-0.0141
-0.0774
-0.0272
-0.0219
-0.0269
-0.0050
-0.0110
-0.0742
-0.0240
-0.0187
0.0219
0.0159
-0.0474
0.0028
0.0081
-0.0060
-0.0692
-0.0190
-0.0137
-0.0633
-0.0131
-0.0078
0.0502
0.0555
0.0053

-0.0418 to -0.0182
-0.0199 to 0.0036
-0.0259 to -0.0023
-0.0892 to -0.0656
-0.039 to -0.0154
-0.0337 to -0.0101
-0.0379 t0 -0.0159
-0.016 to 0.006
-0.022 to 0.0001
-0.0853 to -0.0632
-0.0351 to -0.013
-0.0298 to -0.0077
0.0101 to 0.0337
0.0041 to 0.0277
-0.0592 to -0.0356
-0.009 to 0.0146
-0.0036 to 0.0199
-0.0178 to 0.0058
-0.081 to -0.0575
-0.0308 to -0.0073
-0.0255 to -0.0019
-0.0751 to -0.0515
-0.0249 to -0.0013
-0.0196 to 0.004
0.0384 to 0.062
0.0437 t0 0.0673
-0.0065 10 0.0171

Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
No

<0.0001
0.4463
0.0082
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9294
0.0525
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0018
<0.0001
0.9998
0.4474
0.8577
<0.0001
0.0001
0.0111
<0.0001
0.0188
0.5224
<0.0001
<0.0001
0.9328
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza y se libera por un tiempo de 12 y 48 h,

respectivamente

Pruepa (_:ie comparaciones Diferer_1cia 95_% IC (_:ie . Significativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 219 ajustado
0%:HS vs. 0%:MC 0.0004 -0.0145to0 0.0153 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0045 -0.0194 t0 0.0104 No 0.9985
0%:HS vs. 25%:HS -0.0177 -0.0326 to -0.0028 Si 0.008
0%:HS vs. 25%:MC -0.0102 -0.0251 to 0.0047 No 0.488
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0108 -0.0257 to 0.0042 No 0.4048
0%:HS vs. 50%:HS -0.0291 -0.04411t0-0.0142 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0145 -0.0294 to 0.0004 No 0.0643
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0157 -0.0306 to -0.0008 Si 0.0311
0%:HS vs. 75%:HS -0.0537 -0.0698 to -0.0376 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0295 -0.0444 to -0.0145 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0247 -0.0397 to -0.0098 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.0880 -0.1029 to -0.073 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0505 -0.0654 to -0.0356 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0384 -0.0534 to -0.0235 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0049 -0.0198 t0 0.01 No 0.9967
0%:MC vs. 25%:HS -0.0181 -0.033 to -0.0032 Si 0.0061
0%:MC vs. 25%:MC -0.0106  -0.0255 to 0.0043 No 0.4291
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0111 -0.0261 to 0.0038 No 0.3505
0%:MC vs. 50%:HS -0.0295 -0.0444to0 -0.0146 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0149 -0.02981t0 0 No 0.0513
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0161 -0.031 to -0.0011 Si 0.0244
0%:MC vs. 75%:HS -0.0541 -0.0702 to -0.038 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0298 -0.0448 t0 -0.0149 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0251  -0.04 to -0.0102 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.0883 -0.10321t0-0.0734 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0508 -0.0658 to -0.0359 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0388 -0.0537 to -0.0239 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0132 -0.0281 to 0.0017 No 0.1348
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0057 -0.0206 to 0.0092 No 0.9857
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0062 -0.0212 to 0.0087 No 0.9693
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0246 -0.0396 to -0.0097 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0100 -0.0249 to 0.0049 No 0.525
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0112 -0.0261 to 0.0038 No 0.3458
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0492 -0.0653 to -0.0331 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 75%:MC
0%:HSMC vs. 75%:HSMC
0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC

-0.0250
-0.0202
-0.0834
-0.0460
-0.0339
0.0075
0.0069
-0.0115
0.0032
0.0020
-0.0360
-0.0118
-0.0070
-0.0703
-0.0328
-0.0207
-0.0005
-0.0189
-0.0043
-0.0055
-0.0435
-0.0192
-0.0145
-0.0777
-0.0402
-0.0282
-0.0184
-0.0037
-0.0049
-0.0430
-0.0187
-0.0140
-0.0772
-0.0397
-0.0277
0.0146
0.0135
-0.0246
-0.0003
0.0044
-0.0588
-0.0213
-0.0093
-0.0012

-0.0399 to -0.01
-0.0351 to -0.0053
-0.0984 to -0.0685

-0.0609 to -0.031

-0.0488 to -0.019
-0.0074 to 0.0224

-0.008 to 0.0219
-0.0264 to 0.0035
-0.0117 to0 0.0181
-0.0129 to0 0.0169
-0.0521 to -0.0199
-0.0267 to 0.0032

-0.022 to 0.0079
-0.0852 to -0.0553
-0.0477 t0 -0.0179
-0.0357 to -0.0058
-0.0155 to0 0.0144

-0.0338 to -0.004
-0.0192 to 0.0106
-0.0204 to 0.0095
-0.0596 to -0.0274
-0.0342 to -0.0043
-0.0294 to 0.0004
-0.0927 to -0.0628
-0.0552 to -0.0253
-0.0431 t0 -0.0133
-0.0333 to -0.0035
-0.0187 to 0.0112

-0.0198 t0 0.01
-0.0591 to -0.0268
-0.0336 to -0.0038
-0.0289 to 0.0009
-0.0921 to -0.0623
-0.0546 to -0.0248
-0.0426 to -0.0128
-0.0003 to 0.0296
-0.0015 to 0.0284
-0.0407 to -0.0085
-0.0152 to 0.0146
-0.0105 to 0.0193
-0.0737 to -0.0439
-0.0362 to -0.0064
-0.0242 to 0.0056
-0.0161 to 0.0137

Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
No
No

<0.0001
0.0013
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.886
0.9311
0.3079
>0.9999
>0.9999
<0.0001
0.2684
0.9238
<0.0001
<0.0001
0.0009
>0.9999
0.0033
0.9992
0.9905
<0.0001
0.0026
0.0638
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0049
0.9998
0.9965
<0.0001
0.0039
0.0871
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0591
0.1158
0.0002
>0.9999
0.9989
<0.0001
0.0005
0.6394
>0.9999
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50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs

. 715%:HS

. 715%:MC

. 715%:HSMC
. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC

75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs

. 715%:MC

. 715%:HSMC

. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0392
-0.0150
-0.0102
-0.0735
-0.0360
-0.0239
-0.0380
-0.0138
-0.0091
-0.0723
-0.0348
-0.0228
0.0243
0.0290
-0.0343
0.0032
0.0153
0.0047
-0.0585
-0.0210
-0.0090
-0.0632
-0.0257
-0.0137
0.0375
0.0495
0.0120

-0.0553 to -0.0231
-0.0299t0 0
-0.0252 to 0.0047
-0.0884 to -0.0585
-0.0509 to -0.0211
-0.0389 to -0.009
-0.0542 to0 -0.0219
-0.0287 to 0.0011
-0.024 to 0.0059
-0.0872 to -0.0574
-0.0497 to -0.0199
-0.0377 to -0.0078
0.0081 to 0.0404
0.0129 to 0.0451
-0.0504 to -0.0181
-0.0129 to 0.0194
-0.0008 to 0.0314
-0.0102 to 0.0196
-0.0734 to -0.0436
-0.0359 to -0.0061
-0.0239 to 0.0059
-0.0781 to -0.0483
-0.0407 to -0.0108
-0.0286 to 0.0012
0.0226 to 0.0524
0.0346 to 0.0644
-0.0029 to 0.027

Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
No
Si
Si
No
Si
Si
No

<0.0001
0.0488
0.4859
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0971
0.6765
<0.0001
<0.0001
0.0002
0.0002
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.0791
0.9976
<0.0001
0.0007
0.6902
<0.0001
<0.0001
0.1019
<0.0001
<0.0001
0.2378




Anexo 12

107

Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en los medios de

cultivo en estudio cuando se inmoviliza y se libera por un tiempo de 24 y 48 h,

respectivamente

Pruepa (_:ie comparaciones Diferer_1cia 95_% IC (_:ie . Significativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 219 ajustado
0%:HS vs. 0%:MC -0.0018 -0.0209 t0 0.0173 No >0.9999
0%:HS vs. 0%:HSMC -0.0047 -0.0238t0 0.0144 No 0.9998
0%:HS vs. 25%:HS -0.0289  -0.048 to -0.0098 Si 0.0002
0%:HS vs. 25%:MC -0.0145 -0.0336 to 0.0046 No 0.3242
0%:HS vs. 25%:HSMC -0.0157 -0.0348 t0 0.0034 No 0.214
0%:HS vs. 50%:HS -0.0576 -0.0768 to -0.0385 Si <0.0001
0%:HS vs. 50%:MC -0.0288 -0.0479 to -0.0097 Si 0.0002
0%:HS vs. 50%:HSMC -0.0256 -0.0447 to -0.0065 Si 0.0014
0%:HS vs. 75%:HS -0.0797 -0.0988 to -0.0606 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:MC -0.0426 -0.0617 to -0.0235 Si <0.0001
0%:HS vs. 75%:HSMC -0.0426 -0.0617 to -0.0235 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HS -0.1193 -0.1384 to -0.1002 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:MC -0.0535 -0.0726 to -0.0343 Si <0.0001
0%:HS vs. 100%:HSMC -0.0469 -0.0661 to -0.0278 Si <0.0001
0%:MC vs. 0%:HSMC -0.0030 -0.0221t0 0.0162 No >0.9999
0%:MC vs. 25%:HS -0.0271 -0.0463 to -0.008 Si 0.0006
0%:MC vs. 25%:MC -0.0127 -0.0319to 0.0064 No 0.5334
0%:MC vs. 25%:HSMC -0.0139 -0.0331 to 0.0052 No 0.3869
0%:MC vs. 50%:HS -0.0559 -0.075 to -0.0368 Si <0.0001
0%:MC vs. 50%:MC -0.0270 -0.0462 to -0.0079 Si 0.0006
0%:MC vs. 50%:HSMC -0.0239  -0.043 to -0.0048 Si 0.0041
0%:MC vs. 75%:HS -0.0779  -0.097 to -0.0588 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:MC -0.0408 -0.0599 to -0.0217 Si <0.0001
0%:MC vs. 75%:HSMC -0.0408 -0.0599 to -0.0217 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HS -0.1175 -0.1366 to -0.0984 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:MC -0.0517 -0.0708 to -0.0326 Si <0.0001
0%:MC vs. 100%:HSMC -0.0452 -0.0643 to -0.0261 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 25%:HS -0.0242 -0.0433to0 -0.0051 Si 0.0034
0%:HSMC vs. 25%:MC -0.0098 -0.0289 to 0.0093 No 0.8701
0%:HSMC vs. 25%:HSMC -0.0110 -0.0301 to 0.0081 No 0.7513
0%:HSMC vs. 50%:HS -0.0529 -0.072 to -0.0338 Si <0.0001
0%:HSMC vs. 50%:MC -0.0241  -0.0432 to -0.005 Si 0.0036
0%:HSMC vs. 50%:HSMC -0.0209  -0.04 to -0.0018 Si 0.0204
0%:HSMC vs. 75%:HS -0.0749  -0.094 to -0.0558 Si <0.0001
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0%:HSMC vs. 75%:MC
0%:HSMC vs. 75%:HSMC
0%:HSMC vs. 100%:HS
0%:HSMC vs. 100%:MC
0%:HSMC vs. 100%:HSMC

25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.
25%:HS vs.

25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.
25%:MC vs.

25%:MC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
25%:HSMC
50%:HS
50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC

25%:HSMC vs. 50%:HS
25%:HSMC vs. 50%:MC
25%:HSMC vs. 50%:HSMC
25%:HSMC vs. 75%:HS
25%:HSMC vs. 75%:MC
25%:HSMC vs. 75%:HSMC
25%:HSMC vs. 100%:HS
25%:HSMC vs. 100%:MC
25%:HSMC vs. 100%:HSMC

50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.
50%:HS vs.

50%:MC vs.

50%:MC
50%:HSMC
75%:HS
75%:MC
75%:HSMC
100%:HS
100%:MC
100%:HSMC
50%:HSMC

-0.0379
-0.0378
-0.1146
-0.0487
-0.0422
0.0144
0.0132
-0.0287
0.0001
0.0033
-0.0507
-0.0137
-0.0136
-0.0904
-0.0245
-0.0180
-0.0012
-0.0431
-0.0143
-0.0111
-0.0651
-0.0281
-0.0280
-0.1048
-0.0389
-0.0324
-0.0419
-0.0131
-0.0099
-0.0639
-0.0269
-0.0268
-0.1036
-0.0377
-0.0312
0.0288
0.0320
-0.0220
0.0151
0.0151
-0.0616
0.0042
0.0107
0.0032

-0.057 t0 -0.0188
-0.0569 to -0.0187
-0.1337 to -0.0954
-0.0678 to -0.0296
-0.0613 to -0.0231
-0.0047 to 0.0335
-0.0059 to 0.0323
-0.0478 to -0.0096
-0.019 t0 0.0192
-0.0158 to 0.0224
-0.0699 to -0.0316
-0.0328 to 0.0054
-0.0328 to 0.0055
-0.1095 to -0.0713
-0.0436 to -0.0054
-0.0371 to0 0.0011
-0.0203 to 0.0179
-0.0622 to -0.024
-0.0334 to 0.0048
-0.0302 to 0.008
-0.0843 to -0.046
-0.0472 to -0.009
-0.0472 to -0.0089
-0.1239 to -0.0857
-0.058 to -0.0198
-0.0515 to -0.0133
-0.061 to -0.0228
-0.0322 to 0.006
-0.029 to 0.0092
-0.0831 to -0.0448
-0.046 to -0.0078
-0.046 to -0.0077
-0.1227 to -0.0845
-0.0568 to -0.0186
-0.0503 to -0.0121
0.0097 to 0.0479
0.0129 to 0.0511
-0.0411 to -0.0029
-0.0041 to 0.0342
-0.004 to 0.0342
-0.0808 to -0.0425
-0.0149 to 0.0233
-0.0084 to 0.0298
-0.0159 to 0.0223

Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.3364
0.4759
0.0002
>0.9999
>0.9999
<0.0001
0.4187
0.4222
<0.0001
0.0028
0.0825
>0.9999
<0.0001
0.3476
0.7369
<0.0001
0.0003
0.0003
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.4889
0.8595
<0.0001
0.0007
0.0007
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0002
<0.0001
0.0113
0.2709
0.2681
<0.0001
>0.9999
0.7837
>0.9999
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50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs
50%:MC vs

. 715%:HS

. 715%:MC

. 715%:HSMC
. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

50%:HSMC vs. 75%:HS
50%:HSMC vs. 75%:MC
50%:HSMC vs. 75%:HSMC
50%:HSMC vs. 100%:HS
50%:HSMC vs. 100%:MC
50%:HSMC vs. 100%:HSMC

75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs
75%:HS vs

. 15%:MC

. 715%:HSMC

. 100%:HS

. 100%:MC

. 100%:HSMC

75%:MC vs. 75%:HSMC
75%:MC vs. 100%:HS
75%:MC vs. 100%:MC
75%:MC vs. 100%:HSMC
75%:HSMC vs. 100%:HS
75%:HSMC vs. 100%:MC
75%:HSMC vs. 100%:HSMC
100%:HS vs. 100%:MC
100%:HS vs. 100%:HSMC
100%:MC vs. 100%:HSMC

-0.0509
-0.0138
-0.0138
-0.0905
-0.0246
-0.0181
-0.0540
-0.0170
-0.0169
-0.0937
-0.0278
-0.0213
0.0371
0.0371
-0.0396
0.0262
0.0327
0.0000
-0.0767
-0.0109
-0.0044
-0.0767
-0.0109
-0.0044
0.0658
0.0723
0.0065

-0.07 to -0.0317
-0.0329 to 0.0053
-0.0329 to 0.0054
-0.1096 to -0.0714
-0.0438 to -0.0055

-0.0372 to 0.001
-0.0731 to -0.0349
-0.0361 to 0.0022

-0.036 to 0.0022
-0.1128 to -0.0745
-0.0469 to -0.0087
-0.0404 to -0.0022

0.018 to 0.0562

0.018 to 0.0562
-0.0587 to -0.0205

0.0071 to 0.0453

0.0136 to 0.0518
-0.0191 t0 0.0191
-0.0958 to -0.0576

-0.03 to 0.0082
-0.0235 10 0.0148
-0.0958 to -0.0576

-0.03 to 0.0082
-0.0235 to 0.0147

0.0467 to 0.0849

0.0532 to 0.0914
-0.0126 to 0.0256

Si
No
No
Si
Si
No
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
No
Si
No
No
Si
Si
No

<0.0001
0.4064
0.4099
<0.0001
0.0026
0.0788
<0.0001
0.1314
0.133
<0.0001
0.0004
0.0164
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.001
<0.0001
>0.9999
<0.0001
0.7658
>0.9999
<0.0001
0.7625
>0.9999
<0.0001
<0.0001
0.9953
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo HS

para los diferentes tiempos de inmovilizacion con 48 h de liberacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H 0.0004 -0.0246 to 0.0254 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H 0.0037 -0.0213 to0 0.0287 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:6 H -0.0153  -0.042t0 0.0114 No 0.7458
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0173  -0.0423 to 0.0077 No 0.4589
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0252 -0.0502 to -0.0002 Si 0.0467
0%:6 H vs. 50%:6 H -0.0259  -0.0527 to 0.0008 No 0.0646
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.0288 -0.0538 to -0.0038 Si 0.0119
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.0539 -0.0789 to -0.0289 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.0483 -0.0751to -0.0216 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:12 H -0.0533 -0.0801 to -0.0266 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.0759 -0.1009 to -0.0509 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.0957  -0.1224 to -0.069 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.0876 -0.1126 to -0.0626 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.1155 -0.1405 to -0.0906 Si <0.0001
0%:12 H vs. 0%:24 H 0.0034  -0.0198 to 0.0265 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:6 H -0.0157  -0.0407 to 0.0093 No 0.6199
0%:12 H vs. 25%:12 H -0.0177  -0.0408 to 0.0054 No 0.3065
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.0256 -0.0487 to -0.0024 Si 0.0189
0%:12 H vs. 50%:6 H -0.0263 -0.0513to -0.0013 Si 0.0309
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.0291  -0.0523 to -0.006 Si 0.0039
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.0543 -0.0774t0 -0.0311 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.0487 -0.0737 to -0.0237 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:12 H -0.0537 -0.0787 to -0.0287 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.0763 -0.0994 to -0.0532 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.0961 -0.1211t0-0.0711 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:12 H -0.0880 -0.1111to -0.0648 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.1159  -0.139to -0.0928 Si <0.0001
0%:24 H vs. 25%:6 H -0.0190  -0.044 to 0.006 No 0.3132
0%:24 H vs. 25%:12 H -0.0211  -0.0442 to 0.0021 No 0.1075
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.0289 -0.0521 to -0.0058 Si 0.0043
0%:24 H vs. 50%:6 H -0.0297 -0.0547 to -0.0047 Si 0.0082
0%:24 H vs. 50%:12 H -0.0325 -0.0557 to -0.0094 Si 0.0008
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.0576 -0.0808 to -0.0345 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:6 H -0.0521 -0.0771to0-0.0271 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:12 H -0.0571 -0.0821 to -0.0321 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.0797 -0.1028 to -0.0565 Si <0.0001




111

0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

-0.0994
-0.0913
-0.1193
-0.0020
-0.0099
-0.0107
-0.0135
-0.0386
-0.0330
-0.0381
-0.0606
-0.0804
-0.0723
-0.1003
-0.0079
-0.0086
-0.0115
-0.0366
-0.0310
-0.0360
-0.0586
-0.0784
-0.0703
-0.0982
-0.0008
-0.0036
-0.0287
-0.0232
-0.0282
-0.0507
-0.0705
-0.0624
-0.0904
-0.0028
-0.0280
-0.0224
-0.0274
-0.0500
-0.0698
-0.0616
-0.0896
-0.0251
-0.0196
-0.0246

-0.1244 t0 -0.0744
-0.1145 to -0.0682
-0.1424 t0 -0.0961
-0.027 to 0.023
-0.0349 10 0.0151
-0.0374 to0 0.0161
-0.0385 to 0.0115
-0.0636 to -0.0136
-0.0598 to -0.0063
-0.0648 to -0.0113
-0.0856 to -0.0356
-0.1071 to -0.0537
-0.0973 t0 -0.0473
-0.1252 to -0.0753
-0.031 t0 0.0153
-0.0336 to 0.0164
-0.0346 to 0.0117
-0.0597 to -0.0134
-0.056 to -0.006
-0.061 to -0.011
-0.0817 to -0.0355
-0.1034 to -0.0534
-0.0934 t0 -0.0471
-0.1214 10 -0.0751
-0.0258 to 0.0242
-0.0267 to 0.0196
-0.0519 to -0.0056
-0.0481 to 0.0018
-0.0532 to -0.0032
-0.0739 to -0.0276
-0.0955 to -0.0455
-0.0856 to -0.0393
-0.1135 to -0.0672
-0.0278 to 0.0222
-0.053 to -0.003
-0.0491 to 0.0043
-0.0541 to -0.0007
-0.075 to -0.025
-0.0965 to -0.043
-0.0866 to -0.0367
-0.1146 to -0.0646
-0.0483 to -0.002
-0.0446 to 0.0054
-0.0496 to 0.0004

Si
Si
Si
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.9788
0.9775
0.8131
0.0002
0.005
0.0007
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9947
0.9939
0.8886
0.0001
0.0048
0.0005
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
>0.9999
0.0047
0.0944
0.0151
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.0164
0.1873
0.0397
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0225
0.2738
0.0581
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.0472
-0.0669
-0.0588
-0.0868
0.0056
0.0006
-0.0220
-0.0418
-0.0337
-0.0616
-0.0050
-0.0276
-0.0474
-0.0393
-0.0672
-0.0226
-0.0424
-0.0343
-0.0622
-0.0198
-0.0117
-0.0396
0.0081
-0.0199
-0.0280

-0.0703 to -0.024
-0.0919 to -0.0419
-0.082 to -0.0357
-0.1099 to -0.0636
-0.0194 to 0.0306
-0.0244 to 0.0256
-0.0452 to0 0.0011
-0.0668 to -0.0168
-0.0568 to -0.0105
-0.0848 to -0.0385
-0.0317 to 0.0217
-0.0526 to -0.0026
-0.0741 to -0.0207
-0.0643 to -0.0143
-0.0922 to -0.0422
-0.0476 to 0.0024
-0.0691 to -0.0156
-0.0592 to -0.0093
-0.0872 to -0.0372
-0.0448 to 0.0052
-0.0348 to 0.0115
-0.0628 to -0.0165
-0.0169 to 0.0331
-0.0448 to 0.0051
-0.0511 to -0.0048

Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
Si

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
>0.9999
0.0764
<0.0001
0.0005
<0.0001
>0.9999
0.0189
<0.0001
0.0001
<0.0001
0.1135
0.0001
0.0012
<0.0001
0.2588
0.8744
<0.0001
0.9966
0.2535
0.0067
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo MC

para los diferentes tiempos de inmovilizacion con 48 h de liberacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 09%:12 H 0.0036 -0.0071to 0.0144 No 0.9949
0%:6 H vs. 0%:24 H 0.0049  -0.0059 to 0.0156 No 0.9395
0%:6 H vs. 25%:6 H -0.0094  -0.0208 to 0.0021 No 0.2167
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0070 -0.0177 to 0.0038 No 0.5671
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0079  -0.0186 to 0.0028 No 0.3661
0%:6 H vs. 50%:6 H -0.0154  -0.0269 to -0.004 Si 0.0015
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.0112  -0.022 to -0.0005 Si 0.032
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.0222 -0.0329 to0 -0.0115 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.0236  -0.035t0-0.0121 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:12 H -0.0262 -0.0369 to -0.0155 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.0360 -0.0467 to -0.0252 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.0426 -0.0541to -0.0311 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.0472 -0.0579 to -0.0365 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.0468 -0.0575 to -0.0361 Si <0.0001
0%:12 H vs. 0%:24 H 0.0012 -0.0087 to 0.0112 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:6 H -0.0130 -0.0237 to -0.0023 Si 0.0062
0%:12 H vs. 25%:12 H -0.0106 -0.0205 to -0.0007 Si 0.0268
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.0115 -0.0215to -0.0016 Si 0.0107
0%:12 H vs. 50%:6 H -0.0191 -0.0298 to -0.0083 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.0149  -0.0248 to -0.005 Si 0.0003
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.0258 -0.0357 to -0.0159 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.0272 -0.0379 to -0.0165 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:12 H -0.0298 -0.0398 to -0.0199 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.0396 -0.0495 to -0.0297 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.0462  -0.057 to -0.0355 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:12 H -0.0508 -0.0608 to -0.0409 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.0505 -0.0604 to -0.0405 Si <0.0001
0%:24 H vs. 25%:6 H -0.0142  -0.025 to -0.0035 Si 0.0019
0%:24 H vs. 25%:12 H -0.0118 -0.0217 to -0.0019 Si 0.0079
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.0127 -0.0227 to -0.0028 Si 0.003
0%:24 H vs. 50%:6 H -0.0203  -0.031 to -0.0096 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:12 H -0.0161  -0.026 to -0.0062 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.0270  -0.037 to -0.0171 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:6 H -0.0284 -0.0391 to -0.0177 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:12 H -0.0311 -0.041to-0.0211 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.0408 -0.0507 to -0.0309 Si <0.0001
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

-0.0475
-0.0521
-0.0517
0.0024
0.0015
-0.0060
-0.0019
-0.0128
-0.0142
-0.0168
-0.0266
-0.0332
-0.0378
-0.0375
-0.0009
-0.0085
-0.0043
-0.0152
-0.0166
-0.0192
-0.0290
-0.0356
-0.0402
-0.0399
-0.0075
-0.0034
-0.0143
-0.0157
-0.0183
-0.0281
-0.0347
-0.0393
-0.0389
0.0042
-0.0068
-0.0081
-0.0108
-0.0206
-0.0272
-0.0318
-0.0314
-0.0109
-0.0123
-0.0150

-0.0582 to -0.0367
-0.062 to -0.0421
-0.0616 to -0.0418
-0.0083 t0 0.0131
-0.0092 to 0.0122
-0.0175 to 0.0054
-0.0126 to 0.0089
-0.0235 to -0.0021
-0.0257 to -0.0027
-0.0275 to -0.0061
-0.0373 to -0.0159
-0.0447 to0 -0.0218
-0.0486 to -0.0271
-0.0482 to -0.0267
-0.0109 to 0.009
-0.0192 to 0.0023
-0.0142 to 0.0056
-0.0252 to -0.0053
-0.0273 to -0.0059
-0.0292 to -0.0093
-0.0389 to0 -0.0191
-0.0464 to -0.0249
-0.0502 to -0.0303
-0.0498 to -0.0299
-0.0182 to 0.0032
-0.0133 to 0.0066
-0.0242 to -0.0044
-0.0264 to -0.005
-0.0282 to -0.0084
-0.038 t0 -0.0182
-0.0454 to -0.024
-0.0492 to -0.0294
-0.0489 to -0.029
-0.0065 to 0.0149
-0.0175 to 0.0039
-0.0196 to 0.0033
-0.0215 to -0.0001
-0.0313 to -0.0098
-0.0387 to -0.0157
-0.0425 to -0.0211
-0.0421 to -0.0207
-0.0209 to -0.001
-0.023 to -0.0016
-0.0249 to -0.005

Si
Si
Si
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
>0.9999
0.8379
>0.9999
0.0075
0.0048
0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.264
0.9582
0.0002
0.0002
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.4407
0.9951
0.0005
0.0004
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.982
0.6093
0.4197
0.0472
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0191
0.012
0.0003
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.0247
-0.0314
-0.0360
-0.0356
-0.0014
-0.0040
-0.0138
-0.0204
-0.0250
-0.0246
-0.0026
-0.0124
-0.0190
-0.0236
-0.0233
-0.0098
-0.0164
-0.0210
-0.0206
-0.0066
-0.0112
-0.0109
-0.0046
-0.0042
0.0004

-0.0346 to -0.0148
-0.0421 to -0.0206
-0.0459 to -0.026
-0.0455 to -0.0257
-0.0121 to 0.0093
-0.0139 to 0.0059
-0.0237 to -0.0039
-0.0311 to -0.0097
-0.0349 to -0.0151
-0.0346 to -0.0147
-0.0134 to 0.0081
-0.0231 to -0.0017
-0.0305 to -0.0076
-0.0344 to -0.0129
-0.034 to -0.0125
-0.0197 to 0.0002
-0.0271 to -0.0057
-0.0309 to -0.0111
-0.0305 to -0.0107
-0.0174 to 0.0041
-0.0212 to -0.0013
-0.0208 to -0.0009
-0.0153 to 0.0061
-0.0149 to 0.0065
-0.0095 to 0.0103

Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
Si
Si
No
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.975
0.001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.9998
0.0112
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0579
0.0002
<0.0001
<0.0001
0.6379
0.0141
0.0207
0.9599
0.9803
>0.9999
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo

HSMC para los diferentes tiempos de inmovilizacion con 48 h de liberacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H 0.0006 -0.0112to 0.0124 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H 0.0037  -0.0081 to 0.0155 No 0.9976
0%:6 H vs. 25%:6 H -0.0069 -0.0187 to 0.0049 No 0.7207
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0057  -0.0175 to 0.0061 No 0.9115
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0073  -0.0191 to 0.0045 No 0.6528
0%:6 H vs. 50%:6 H -0.0167 -0.0285 to -0.0049 Si 0.0006
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.0106  -0.0224 to 0.0012 No 0.1201
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.0172  -0.029 to -0.0054 Si 0.0004
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.0277 -0.0403 to -0.0151 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:12 H -0.0197 -0.0315to -0.0078 Si <0.0001
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.0341 -0.0459 to -0.0223 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.0355 -0.0481 to -0.0229 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.0334 -0.0452 to -0.0215 Si <0.0001
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.0385 -0.0503 to -0.0267 Si <0.0001
0%:12 H vs. 0%:24 H 0.0032 -0.0078 to 0.0141 No 0.9991
0%:12 H vs. 25%:6 H -0.0075 -0.0184 to 0.0034 No 0.4825
0%:12 H vs. 25%:12 H -0.0062 -0.0172 to 0.0047 No 0.7539
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.0078 -0.0188 to 0.0031 No 0.4098
0%:12 H vs. 50%:6 H -0.0173 -0.0282 to -0.0064 Si <0.0001
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.0112 -0.0221 to -0.0002 Si 0.041
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.0178 -0.0287 to -0.0068 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.0283 -0.0401 to -0.0165 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:12 H -0.0202 -0.0312 to -0.0093 Si <0.0001
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.0347 -0.0456 to -0.0238 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.0360 -0.0478 to -0.0242 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:12 H -0.0339  -0.0448 to -0.023 Si <0.0001
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.0391  -0.05to0 -0.0281 Si <0.0001
0%:24 H vs. 25%:6 H -0.0107  -0.0216 to 0.0003 No 0.0628
0%:24 H vs. 25%:12 H -0.0094  -0.0203 to 0.0015 No 0.1607
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.0110 -0.0219 to -0.0001 Si 0.0474
0%:24 H vs. 50%:6 H -0.0205 -0.0314 to -0.0095 Si <0.0001
0%:24 H vs. 50%:12 H -0.0143 -0.0252 to -0.0034 Si 0.0022
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.0209  -0.0318t0 -0.01 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:6 H -0.0314 -0.0432to0 -0.0196 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:12 H -0.0234 -0.0343t0-0.0125 Si <0.0001
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.0378 -0.0488 to -0.0269 Si <0.0001
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

-0.0392
-0.0371
-0.0422
0.0012
-0.0003
-0.0098
-0.0037
-0.0103
-0.0208
-0.0127
-0.0272
-0.0286
-0.0264
-0.0316
-0.0016
-0.0111
-0.0049
-0.0115
-0.0220
-0.0140
-0.0284
-0.0298
-0.0277
-0.0328
-0.0095
-0.0033
-0.0099
-0.0204
-0.0124
-0.0268
-0.0282
-0.0261
-0.0312
0.0061
-0.0004
-0.0110
-0.0029
-0.0174
-0.0187
-0.0166
-0.0218
-0.0066
-0.0171
-0.0091

-0.051 t0 -0.0274
-0.048 to -0.0262
-0.0531 to -0.0313
-0.0097 to 0.0122
-0.0113 to 0.0106
-0.0207 to 0.0011
-0.0146 to 0.0073
-0.0212 to 0.0007
-0.0326 to -0.009
-0.0237 to -0.0018
-0.0381 to -0.0163
-0.0404 to -0.0168
-0.0374 to0 -0.0155
-0.0425 to -0.0207
-0.0125 to 0.0093
-0.022 to -0.0001
-0.0159 to 0.006
-0.0224 to -0.0006
-0.0338 to -0.0102
-0.0249 to -0.0031
-0.0394 to0 -0.0175
-0.0416 to -0.018
-0.0386 to -0.0168
-0.0438 to0 -0.0219
-0.0204 to 0.0015
-0.0143 to 0.0076
-0.0208 to 0.001
-0.0322 to -0.0086
-0.0233 to -0.0015
-0.0378 to -0.0159
-0.04 to -0.0164
-0.037 to -0.0152
-0.0422 to -0.0203
-0.0048 t0 0.0171
-0.0114 to 0.0105
-0.0228 to 0.0008
-0.0138 to 0.008
-0.0283 to -0.0064
-0.0305 to -0.0069
-0.0275 to -0.0057
-0.0327 to -0.0108
-0.0175 to 0.0043
-0.0289 to -0.0053
-0.02 t0 0.0019

Si
Si
Si
No
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
>0.9999
0.1193
0.9956
0.0853
<0.0001
0.0101
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
0.0445
0.9441
0.0305
<0.0001
0.003
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.1525
0.9984
0.1107
<0.0001
0.0139
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.773
>0.9999
0.0925
0.9996
<0.0001
<0.0001
0.0002
<0.0001
0.6822
0.0005
0.2018
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.0235
-0.0249
-0.0228
-0.0279
-0.0105
-0.0025
-0.0169
-0.0183
-0.0162
-0.0213
0.0081
-0.0064
-0.0078
-0.0056
-0.0108
-0.0145
-0.0158
-0.0137
-0.0189
-0.0014
0.0008
-0.0044
0.0021
-0.0030
-0.0051

-0.0344 t0 -0.0126
-0.0367 to -0.0131
-0.0337 to0 -0.0118
-0.0388 to -0.017
-0.0223 to 0.0013
-0.0134 to 0.0085
-0.0279 to -0.006
-0.0301 to -0.0065
-0.0271 to -0.0052
-0.0322 to -0.0104
-0.0037 to 0.0199
-0.0182 to 0.0054
-0.0204 to 0.0049
-0.0174 to 0.0062
-0.0226 to 0.001
-0.0254 to -0.0035
-0.0276 to -0.004
-0.0246 to -0.0028
-0.0298 to -0.0079
-0.0132 to 0.0104
-0.0102 to 0.0117
-0.0153 to 0.0065
-0.0097 to 0.0139
-0.0148 to 0.0088
-0.0161 to 0.0058

Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.1257
>0.9999
0.0001
0.0001
0.0003
<0.0001
0.4901
0.8128
0.6527
0.9144
0.1047
0.0019
0.0015
0.004
<0.0001
>0.9999
>0.9999
0.9774
>0.9999
0.9997
0.9226
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo HS

cuando se realizan las pruebas de compresion en los diferentes tiempos de inmovilizacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H -0.1448  -2.816t0 2.526 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H -1.6050  -4.591t01.381 No 0.797
0%:6 H vs. 25%:6 H 0.1214 -2.549 10 2.792 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:12 H 0.0589 -2.612t0 2.730 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:24 H -2.0860  -4.584 t0 0.4127 No 0.1835
0%:6 H vs. 50%:6 H 0.0036 -2.495 to 2.502 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:12 H -0.5248  -3.196 t0 2.146 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:24 H -2.3770  -5.048 t0 0.2934 No 0.1221
0%:6 H vs. 75%:6 H -0.4305  -3.101to 2.240 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:12 H -1.4080  -4.394t0 1.578 No 0.9063
0%:6 H vs. 75%:24 H -1.8300  -4.500 to 0.8412 No 0.4571
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.1301  -2.628t0 2.368 No >0.9999
0%:6 H vs. 100%:12 H -0.0650  -2.736 t0 2.606 No >0.9999
0%:6 H vs. 100%:24 H -1.0080  -3.679to0 1.663 No 0.9825
0%:12 H vs. 0%:24 H -1.4600  -4.446t0 1.526 No 0.8819
0%:12 H vs. 25%:6 H 0.2662 -2.405 t0 2.937 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:12 H 0.2037 -2.467 t0 2.875 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:24 H -1.9410  -4.4391t0 0.5575 No 0.2708
0%:12 H vs. 50%:6 H 0.1484 -2.350 to 2.647 No >0.9999
0%:12 H vs. 50%:12 H -0.3799  -3.051t02.291 No >0.9999
0%:12 H vs. 50%:24 H -2.2330  -4.903 to 0.4383 No 0.1821
0%:12 H vs. 75%:6 H -0.2857  -2.956 to 2.385 No >0.9999
0%:12 H vs. 75%:12 H -1.2630  -4.2491t01.723 No 0.9564
0%:12 H vs. 75%:24 H -1.6850  -4.356 to 0.9860 No 0.5856
0%:12 H vs. 100%:6 H 0.0148 -2.484 10 2.513 No >0.9999
0%:12 H vs. 100%:12 H 0.0798 -2.591 t0 2.751 No >0.9999
0%:12 H vs. 100%:24 H -0.8633  -3.534t0 1.807 No 0.9958
0%:24 H vs. 25%:6 H 1.7260 -1.260 t0 4.712 No 0.7101
0%:24 H vs. 25%:12 H 1.6640 -1.322 t0 4.650 No 0.7563
0%:24 H vs. 25%:24 H -0.4806  -3.313t02.352 No >0.9999
0%:24 H vs. 50%:6 H 1.6090 -1.224 t0 4.441 No 0.7332
0%:24 H vs. 50%:12 H 1.0800 -1.906 to 4.066 No 0.9879
0%:24 H vs. 50%:24 H -0.7724  -3.758 t0 2.214 No 0.9996
0%:24 H vs. 75%:6 H 1.1740 -1.812t0 4.161 No 0.9754
0%:24 H vs. 75%:12 H 0.1971 -3.074 to 3.468 No >0.9999
0%:24 H vs. 75%:24 H -0.2247  -3.211t02.761 No >0.9999
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

1.4750
1.5400
0.5968
-0.0625
-2.2070
-0.1178
-0.6462
-2.4990
-0.5519
-1.5290
-1.9510
-0.2515
-0.1864
-1.1300
-2.1450
-0.0553
-0.5837
-2.4360
-0.4894
-1.4670
-1.8890
-0.1890
-0.1239
-1.0670
2.0890
1.5610
-0.2917
1.6550
0.6778
0.2560
1.9560
2.0210
1.0770
-0.5283
-2.3810
-0.4341
-1.4110
-1.8330
-0.1336
-0.0686
-1.0120
-1.8530
0.0943
-0.8831

-1.358 t0 4.308
-1.446 to 4.526
-2.389 t0 3.583
-2.733 t0 2.608
-4.705 t0 0.2913
-2.616 to 2.380
-3.317 t0 2.025
-5.170t0 0.1720
-3.22310 2.119
-4.515 to 1.457
-4.622 10 0.7198
-2.750 to0 2.247
-2.857 t0 2.484
-3.800 to 1.541
-4.643 to 0.3538
-2.554 t0 2.443
-3.254 10 2.087
-5.107 t0 0.2345
-3.160 to 2.181
-4.453 10 1.519
-4.559 t0 0.7823
-2.687 t0 2.309
-2.795 10 2.547
-3.738 t0 1.604
-0.2238 t0 4.402
-0.9375 to 4.059
-2.790 to 2.207
-0.8432 t0 4.153
-2.155t0 3.511
-2.242 10 2.754
-0.3574 t0 4.269
-0.4777 t0 4.519
-1.421t0 3.576
-3.027 t0 1.970
-4.879 10 0.1174
-2.932 to 2.064
-4.244 10 1.421
-4.332 t0 0.6651
-2.447 10 2.179
-2.567 10 2.430
-3.510 to 1.487
-4.523 10 0.8182
-2.57710 2.765
-3.869 to 2.103

No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

0.8292
0.8381
>0.9999
>0.9999
0.1286
>0.9999
0.9998
0.0855
>0.9999
0.8444
0.3582
>0.9999
>0.9999
0.9565
0.1549
>0.9999
>0.9999
0.103
>0.9999
0.8785
0.4077
>0.9999
>0.9999
0.9721
0.1104
0.6002
>0.9999
0.5097
0.9998
>0.9999
0.1701
0.2197
0.9496
>0.9999
0.0742
>0.9999
0.8676
0.3515
>0.9999
>0.9999
0.9689
0.4376
>0.9999
0.9983
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-1.3050
0.3947
0.4598
-0.4834
1.9470
0.9695
0.5477
2.2470
2.3120
1.3690
-0.9774
-1.3990
0.3005
0.3655
-0.5777
-0.4218
1.2780
1.3430
0.3997
1.7000
1.7650
0.8215
0.0651
-0.8781
-0.9432

-3.976 to 1.366
-2.104 to 2.893
-2.2111t03.131
-3.154 to0 2.187
-0.7239 10 4.618
-2.017 to 3.956
-2.123 t0 3.219
-0.2510 to 4.746
-0.3584 t0 4.983
-1.302 to 4.040
-3.963 to 2.009
-4.070to0 1.272
-2.198 t0 2.799
-2.305 to 3.036
-3.248 10 2.093
-3.408 to 2.564
-1.5551t04.111
-1.643 t0 4.329
-2.586 to 3.386
-0.7987 t0 4.198
-0.9062 to 4.435
-1.849 t0 3.492
-2.433 10 2.563
-3.376 t0 1.620
-3.614 10 1.728

No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No

0.8825
>0.9999
>0.9999
>0.9999

0.3614

0.9956
>0.9999

0.1136

0.1467

0.8435

0.9952

0.8232
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999

0.9305

0.932
>0.9999
0.468

0.5139

0.9974
>0.9999

0.9907

0.9903
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo MC

cuando se realizan las pruebas de compresion en los diferentes tiempos de inmovilizacion

Prueba de comparaciones Diferencia 95% IC de . Significativo? Valor P
multiples de Tukey media diferencia ¢Significativo? ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:6 H vs. 0%:24 H -0.341  -1.230t0 0.5485 No 0.9836
0%:6 H vs. 25%:6 H 0.0520 -0.83751t00.9414 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:12 H 0 -0.8895 to 0.8895 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.1308  -1.082 to 0.8202 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:6 H 0.1057 -0.7838 t0 0.9951 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:12 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:24 H -0.1807  -1.132t00.7702 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:6 H 0.0833  -0.8062 to0 0.9728 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:12 H 0.1249 -0.7646 t0 1.014 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.1693  -1.059 to 0.7202 No >0.9999
0%:6 H vs. 100%:6 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:6 H vs. 100%:12 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:6 H vs. 100%:24 H -1E-09  -0.8895 to 0.8895 No >0.9999
0%:12 H vs. 0%:24 H -0.341  -1.230to 0.5485 No 0.9836
0%:12 H vs. 25%:6 H 0.0520 -0.83751t00.9414 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:12 H 0 -0.8895 to 0.8895 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:24 H -0.1308  -1.082 to 0.8202 No >0.9999
0%:12 H vs. 50%:6 H 0.1057 -0.7838 t0 0.9951 No >0.9999
0%:12 H vs. 50%:12 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:12 H vs. 50%:24 H -0.1807 -1.132t0 0.7702 No >0.9999
0%:12 H vs. 75%:6 H 0.0833 -0.8062 t0 0.9728 No >0.9999
0%:12 H vs. 75%:12 H 0.1249 -0.7646 t0 1.014 No >0.9999
0%:12 H vs. 75%:24 H -0.1693  -1.059 to 0.7202 No >0.9999
0%:12 H vs. 100%:6 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:12 H vs. 100%:12 H 0 -0.9509 to 0.9509 No >0.9999
0%:12 H vs. 100%:24 H -1E-09  -0.8895 to 0.8895 No >0.9999
0%:24 H vs. 25%:6 H 0.3929  -0.43061t0 1.216 No 0.9108
0%:24 H vs. 25%:12 H 0.341 -0.4826 to 1.164 No 0.9687
0%:24 H vs. 25%:24 H 0.2102  -0.67931t0 1.100 No 0.9999
0%:24 H vs. 50%:6 H 0.4466  -0.3769to0 1.270 No 0.8056
0%:24 H vs. 50%:12 H 0.341 -0.5485 t0 1.230 No 0.9836
0%:24 H vs. 50%:24 H 0.1602  -0.7293to 1.050 No >0.9999
0%:24 H vs. 75%:6 H 0.4243  -0.3993t0 1.248 No 0.8549
0%:24 H vs. 75%:12 H 0.4659  -0.3576t0 1.289 No 0.7577
0%:24 H vs. 75%:24 H 0.1716  -0.6519 to 0.9951 No >0.9999
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:12 H vs

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs
50%:12 H vs
50%:12 H vs

100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
. 50%:24 H
. 75%:6 H

. 75%:12 H

0.341
0.341
0.341
-0.0520
-0.1827
0.0537
-0.0520
-0.2327
0.0314
0.0730
-0.2213
-0.0520
-0.0520
-0.0520
-0.1308
0.1057
0
-0.1807
0.0833
0.1249
-0.1693
0
0
-1E-09
0.2364
0.1308
-0.0500
0.2141
0.2557
-0.0386
0.1308
0.1308
0.1308
-0.1057
-0.2864
-0.0224
0.0193
-0.275
-0.1057
-0.1057
-0.1057
-0.1807
0.0833
0.1249

-0.5485 10 1.230
-0.5485 t0 1.230
-0.4826 t0 1.164
-0.875510 0.7716
-1.072 to 0.7068
-0.7698 t0 0.8772
-0.9414 to0 0.8375
-1.122 to 0.6568
-0.7922 to 0.8549
-0.7505 to 0.8965
-1.045 to 0.6022
-0.9414 t0 0.8375
-0.9414 to0 0.8375
-0.87551t0 0.7716
-1.020 to 0.7587
-0.7179 10 0.9292
-0.8895 to 0.8895
-1.070 to 0.7088
-0.7402 to 0.9068
-0.6986 to 0.9484
-0.9929 to 0.6542
-0.8895 to 0.8895
-0.8895 to 0.8895
-0.8235 to 0.8235
-0.6531t0 1.126
-0.8202 to0 1.082
-1.001 to 0.9009
-0.6754 t0 1.104
-0.6338 t0 1.145
-0.9281 to 0.8509
-0.8202 to0 1.082
-0.8202 to 1.082
-0.7587 10 1.020
-0.9951 to0 0.7838
-1.176 to 0.6031
-0.8459 to 0.8012
-0.8042 to 0.8428
-1.099 to 0.5485
-0.9951 to0 0.7838
-0.9951 to0 0.7838
-0.9292 10 0.7179
-1.1321t0 0.7702
-0.8062 to 0.9728
-0.7646 t0 1.014

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

0.9836
0.9836
0.9687
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9996
>0.9999
>0.9999
0.9995
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9996
>0.9999
>0.9999
0.9999
0.999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9968
>0.9999
>0.9999
0.9954
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

-0.1693
0
0
-1E-09
0.264
0.3057
0.0114
0.1807
0.1807
0.1807
0.0416
-0.2526
-0.0833
-0.0833
-0.0833
-0.2943
-0.1249
-0.1249
-0.1249
0.1693
0.1693
0.1693

-1E-09
-1E-09

-1.059 to 0.7202
-0.9509 to 0.9509
-0.9509 to 0.9509
-0.8895 to 0.8895

-0.6255 to 1.154

-0.5838 t0 1.195
-0.8781 to 0.9009

-0.7702 t0 1.132

-0.7702 t0 1.132

-0.7088 to0 1.070
-0.7819 to 0.8651

-1.076 t0 0.5709
-0.9728 to 0.8062
-0.9728 to 0.8062
-0.9068 to 0.7402

-1.118 to 0.5292

-1.014 to 0.7646

-1.014 t0 0.7646
-0.9484 to 0.6986

-0.7202 to 1.059

-0.7202 to 1.059
-0.6542 to 0.9929
-0.9509 to 0.9509
-0.8895 to 0.8895
-0.8895 to 0.8895

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9986
0.9939
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.998
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9912
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
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Tabla analisis ANOVA de dos vias (prueba de Tukey) de los datos obtenidos en el cultivo

HSMC cuando se realizan las pruebas de compresion en los diferentes tiempos de

inmovilizacién
Pruepa (_:ie comparaciones Diferer_1cia 95_% IC (_:ie . Significativo? \_/alor P
multiples de Tukey media diferencia 219 ajustado
0%:6 H vs. 0%:12 H -0.1935 -0.95791t0 0.5710 No 0.9997
0%:6 H vs. 0%:24 H -0.1321  -0.8966 t0 0.6323 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:6 H 0.4526  -0.26251t0 1.168 No 0.584
0%:6 H vs. 25%:12 H -0.0334 -0.7485100.6816 No >0.9999
0%:6 H vs. 25%:24 H -0.0543 -0.9089 to 0.8004 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:6 H 0.1480 -0.6165to0 0.9124 No >(0.9999
0%:6 H vs. 50%:12 H 0.0695 -0.6950 to 0.8339 No >0.9999
0%:6 H vs. 50%:24 H 0.1748 -0.5896 to 0.9393 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:6 H 0.0931 -0.6220 to 0.8081 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:12 H 0.0924 -0.6721 to 0.8568 No >0.9999
0%:6 H vs. 75%:24 H -0.1555 -0.9199 to 0.6089 No >(0.9999
0%:6 H vs. 100%:6 H -0.2490 -1.013to0 0.5154 No 0.9956
0%:6 H vs. 100%:12 H 0.1737 -0.5414 to 0.8887 No 0.9998
0%:6 H vs. 100%:24 H -0.0799 -0.93451t00.7748 No >(0.9999
0%:12 H vs. 0%:24 H 0.0613 -0.7031 to 0.8258 No >0.9999
0%:12 H vs. 25%:6 H 0.6461 -0.06900 to 1.361 No 0.1107
0%:12 H vs. 25%:12 H 0.1600 -0.5550to 0.8751 No >(0.9999
0%:12 H vs. 25%:24 H 0.1392 -0.7155 to 0.9938 No >0.9999
0%:12 H vs. 50%:6 H 0.3414  -0.4230to 1.106 No 0.9367
0%:12 H vs. 50%:12 H 0.2629  -0.5015to 1.027 No 0.9926
0%:12 H vs. 50%:24 H 0.3683  -0.3961t0 1.133 No 0.8945
0%:12 H vs. 75%:6 H 0.2865  -0.4285t0 1.002 No 0.9722
0%:12 H vs. 75%:12 H 0.2858  -0.4786 to 1.050 No 0.9844
0%:12 H vs. 75%:24 H 0.0380 -0.7265 to 0.8024 No >0.9999
0%:12 H vs. 100%:6 H -0.0556 -0.8200 to 0.7089 No >(0.9999
0%:12 H vs. 100%:12 H 0.3671  -0.34791t0 1.082 No 0.8448
0%:12 H vs. 100%:24 H 0.1136  -0.7411 to 0.9682 No >0.9999
0%:24 H vs. 25%:6 H 0.5847  -0.1303to 1.300 No 0.208
0%:24 H vs. 25%:12 H 0.0987 -0.6163t0 0.8138 No >0.9999
0%:24 H vs. 25%:24 H 0.0779  -0.7768 to 0.9325 No >0.9999
0%:24 H vs. 50%:6 H 0.2801  -0.48431t0 1.045 No 0.9869
0%:24 H vs. 50%:12 H 0.2016  -0.5628 to 0.9660 No 0.9995
0%:24 H vs. 50%:24 H 0.3070  -0.45741t0 1.071 No 0.9717
0%:24 H vs. 75%:6 H 0.2252  -0.4898 to 0.9403 No 0.9968
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0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
0%:24 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.
25%:6 H vs.

25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:12 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.
25%:24 H vs.

50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:6 H vs.
50%:12 H vs

75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:12 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
25%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:6 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
50%:12 H
50%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
.50%:24 H

0.2245
-0.0234
-0.1169
0.3058
0.0523
-0.4860
-0.5069
-0.3046
-0.3831
-0.2778
-0.3595
-0.3602
-0.6081
-0.7016
-0.2789
-0.5325
-0.0209
0.1814
0.1029
0.2083
0.1265
0.1258
-0.1221
-0.2156
0.2071
-0.0465
0.2023
0.1238
0.2291
0.1474
0.1467
-0.1012
-0.1947
0.2280
-0.0256
-0.0785
0.0269
-0.0549
-0.0556
-0.3035
-0.3970
0.0257
-0.2279
0.1054

-0.5399 to 0.9889
-0.7878 10 0.7411
-0.8813 t0 0.6475
-0.4092 t0 1.021
-0.8024 to 0.9069
-1.148t0 0.1760
-1.318 t0 0.3039
-1.020 to 0.4104
-1.098 to 0.3319
-0.9928 t0 0.4373
-1.022 to 0.3025
-1.075 t0 0.3548
-1.323 t0 0.1070
-1.417 10 0.01343
-0.9409 to 0.3831
-1.343 t0 0.2783
-0.8317 t0 0.7899
-0.5337 to 0.8965
-0.6122 to 0.8180
-0.5068 to 0.9233
-0.5355 to 0.7885
-0.5893 to 0.8409
-0.8371 to0 0.5930
-0.9307 to 0.4995
-0.4549 to 0.8691
-0.8573 t0 0.7643
-0.6524 to 1.057
-0.7309 t0 0.9784
-0.6255 to 1.084
-0.6634 to 0.9582
-0.7080 to 1.001
-0.9559 to 0.7534
-1.049 to 0.6599
-0.5828 to0 1.039
-0.9618 to 0.9106
-0.8429 to 0.6859
-0.7376 t0 0.7913
-0.7700 to 0.6602
-0.8200 to 0.7088
-1.068 to 0.4609
-1.161 t0 0.3674
-0.6894 to 0.7408
-1.083 t0 0.6268
-0.6591 to 0.8698

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

0.9984
>0.9999
>0.9999

0.9539
>0.9999

0.3533

0.6028

0.9552

0.8034

0.9785

0.7889

0.8611

0.1651

0.0587

0.9588

0.5268
>0.9999

0.9997
>0.9999

0.9986
>0.9999
>0.9999
>0.9999

0.998
0.997
>0.9999

0.9999
>0.9999

0.9994
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999

0.999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999

0.9742

0.8343
>0.9999

0.9994
>0.9999
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50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:12 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.
50%:24 H vs.

75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
75%:6 H
75%:12 H
75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H

75%:6 H vs. 75%:12 H
75%:6 H vs. 75%:24 H
75%:6 H vs. 100%:6 H
75%:6 H vs. 100%:12 H
75%:6 H vs. 100%:24 H

75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:12 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
75%:24 H vs.
100%:6 H vs.
100%:6 H vs.
100%:12 H vs. 100%:24 H

75%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:6 H
100%:12 H
100%:24 H
100%:12 H
100%:24 H

0.0236
0.0229
-0.2250
-0.3185
0.1042
-0.1494
-0.0818
-0.0825
-0.3304
-0.4239
-0.0012
-0.2547
-0.0007
-0.2486
-0.3421
0.0806
-0.1730
-0.2479
-0.3414
0.0813
-0.1723
-0.0935
0.3292
0.0756
0.4227
0.1691
-0.2536

-0.6915 to 0.7387
-0.741510 0.7873
-0.9894 to 0.5394
-1.083 to 0.4459
-0.6109 to 0.8193
-1.004 to 0.7053
-0.7968 to 0.6333
-0.8469 to 0.6820
-1.095 t0 0.4341
-1.188 to 0.3406
-0.7162 to 0.7139
-1.109 to 0.5999
-0.7158 t0 0.7144
-0.9636 to 0.4665
-1.057 t0 0.3730
-0.5814 t0 0.7426
-0.9838 to 0.6378
-1.012 to0 0.5165
-1.106 to 0.4230
-0.6338 to 0.7964
-1.027 to 0.6824
-0.8579 t0 0.6709
-0.3859 to 1.044
-0.7790 to 0.9303
-0.2924 t0 1.138
-0.6855 t0 1.024
-1.064 to 0.5572

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

>0.9999
>0.9999
0.9984
0.9622
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9502
0.7653
>0.9999
0.9982
>0.9999
0.9919
0.8991
>0.9999
>0.9999
0.9958
0.9367
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.9219
>0.9999
0.6837
>0.9999
0.9971
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