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1.1.

1.2.

El proposito de este protocolo es servir de ayuda o guia para quien quiera realizar ensayos de
cierre de “herida”. Hemos puesto algunos datos concretos que se ajustan a nuestro equipo y
que pueden no ser utiles si se realiza el experimento fuera del servicio.

INTRODUCCION.

El ensayo de cierre de “herida” (wound healing assay) tiene como objetivo el estudio de la
migracion celular. Es un ensayo facil, barato y ampliamente utilizado por los investigadores.

Se basa en la observacién del comportamiento de una monocapa confluente de células a la que
previamente se le ha realizado una brecha o “herida”. Las células en el borde de la brecha se
moveran hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la
“herida”.

Los pasos basicos implican la creacién de la “herida” o area libre de células en la monocapa
celular, la captura de imagenes de manera periddica durante el experimento y la comparacion
de todas las imagenes para determinar la velocidad de migracion de las células.

Este experimento permite analizar tanto la migracidn de la monocapa como el movimiento de
células individuales.

Ventajas:

El ensayo se puede realizar en placas multi-pocillo convencionales (NUNC, FALCON). Esto es
debido a que las imagenes se adquieren con objetivos de pocos aumentos (4x, 10x) para tener
un campo que cubra toda la herida y estos objetivos permiten el enfoque placas
convencionales.

Las células se mueven hacia una direccién definida cerrando la “herida”, lo que facilita el
analisis posterior de la velocidad de la migracion.

Se puede analizar la relacion células/matriz extracelular y su participacion en la migracién
celular ya que la superficie de ensayo se puede cubrir con diferentes tipos de matrices
extracelulares.

Desventajas:

El tamafio, forma y ancho de las “heridas” pueden variar entre pocillos del mismo ensayo, ya
gue generalmente se realizan las “heridas” de manera manual (Kam, Y et al. 2008).

En algunas ocasiones es dificil asegurar que tanto los cultivos control como los grupos de
tratamientos experimentales se realicen en condiciones equivalentes de confluencia celular
(Staton, C.A. et al. 2009).

Protocolo de ensayo de herida (11Bm)



Rev. n°: 00

o CSIC Protocolo de

o0l Nmm : 11/02/2013
D/ -4~ ENSAYO DE HERIDA

LNIVERSIDAD AUTONOMA

Pag. 2 de 14

El proceso de rayar la monocapa puede dafiar la capa de matriz extracelular subyacente,
credndose un surco que impide la correcta migracién hacia el centro de la “herida” (Kam, Y et
al. 2008, Vogt, A. 2010)

Los resultados se pueden ver comprometidos por la liberacidon de factores desde las células
dafiadas por el raspado al hacer la “herida” (Staton, C.A. et al. 2009)

No sustituye a los ensayos de quimiotaxis ya que no se establece ningun gradiente de
moléculas atrayentes.

Realizacidn de ensayos de “herida” en el SEMOC

El equipo del centro, consta de un microscopio de fluorescencia invertido ObserverZ1, con
camara de incubacion de metacrilato donde se controlan la humedad, los niveles de
temperatura y porcentaje CO,. La cdmara Cascade 1k (Photometrics) es de alta resolucién y
monocroma. El software de adquisicion es Axiovision 4.8 (Zeiss).

La adquisicién de las imdgenes es muy versatil. Puede adquirir imagenes en diferentes
posiciones (multi-posicién) dentro de la misma placa y/o dentro del mismo pocillo.

El equipo tomara imagenes en cada intervalo de tiempo durante un periodo total determinado
por las necesidades del usuario, generalmente se adquieren imagenes cada 30 minutos o 1 hora
durante un periodo de 24hr. Por las caracteristicas del equipo no es necesario que los
intervalos de tiempo sean constantes. Por ejemplo, se pueden adquirir imagenes cada hora
durante las primeras 12 horas y aumentar el numero a una imagen cada 30 minutos en las
siguientes 12 horas.

Se pueden tomar imagenes de campo claro y fluorescencia de manera consecutiva en el mismo
campo. Esta caracteristica lo hace muy util para poder estudiar el movimiento de células
marcadas fluorescentemente en una poblacién en la que no todas las células estdan marcadas,
como en muestras transfectadas, uso de métodos de interferencia. Los filtros disponibles en
este equipo son: UV (G 365 FT 395 BP445), Verde (BP 470/40 FT495 BP525/50), Rojo (BP
550/25 FT570 BP605/70), Rojo Lejano (BP 575-625 FT645 BP660-710)

Tenemos adaptadores para albergar placas P35, P60, MW6, 12, 24 convencionales de NUNC o
FALCON y las MW8u de Ibidi que tienen 8 pocillos y el fondo de plastico especial para
microscopia (disponibles en SEMOC). Las Unicas placas que no podemos usar son p100 o p150.

Generalmente se usan los objetivos 4x y 10x. El mds usado es el 4x porque se ve una mayor
franja de la “herida”, en él se observan las células con la técnica de campo claro. El objetivo de
10x permite adquisiciones mediante las técnicas de campo claro y DIC (Differential Interference
Contrast ). El de 4x unicamente permite adquirir imagenes en campo claro.
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3. PROTOCOLO estandar ENSAYO “HERIDA” (los pardmetros que hemos puesto son nuestras
sugerencias, dependiendo del tipo celular y experimento se requerird una puesta a punto).
Cultivo celular.

Se cultivan las células hasta confluencia (90% aprox). El nimero concreto de células para crear
una monocapa confluente depende del tipo celular y se debe ajustar para cada caso. Si se usan
diferentes tratamientos o mutantes se debe adaptar la densidad del cultivo con el fin de que
todos los cultivos estén confluentes al comienzo del experimento.

Recomendamos placas Mw6 para tener mas campo a la hora de elegir la zona de la “herida” o
poder tomar varios campos en cada pocillo. Aunque es posible usar Mw24 aumentando el
numero de condiciones disponibles en el experimento. Cuanto mas grande sea el pocillo de la
placa (Mw6>Mw8>Mw24) la manipulacién sera mas facil a la hora de realizar la “herida”, ésta
sera mas larga y se podran realizar varias “heridas” en el mismo pocillo para evitar zonas en las
que esté defectuosa. Ademads, se podrian realizar varias adquisiciones del mismo pocillo
(triplicados).

En diferentes articulos recomiendan realizar el ensayo en condiciones de bajo suero, que
permita a las células migrar y no provoque muerte celular, pero que minimice la proliferacién
celular, ya que esta podria apantallar la migracion celular. Este efecto es especialmente claro en
aquellos ensayos en los que las células migran poco.

Realizacion de “herida” en la monocapa de células.
Se pueden realizar de manera manual o utilizando diferentes soportes comerciales.

Manual
e Se recomienda hacer entre 1 y 3 “heridas” por
pocillo segun el tipo de placa elegida. La trayectoria
puede ser HORIZONTAL (-) o VERTICAL (l). Para ello se
utilizaran puntas  estériles amarillas  (P200,
recomendable). Se arrastrardn por la monocapa con un
angulo de inclinacién de 30 grados (no perpendiculares
grker  a la placa) y guiandose con una regla flameada para
he hacerlo lo mas recto posible. Podemos poner una hoja
de papel debajo de la placa de tal forma que el borde
de papel determine una linea base perpendicular a las
“heridas”, para hacerlas lo mas paralelas posibles. En el
caso de tener una matriz en la placa (colageno,
scratch fibronectina), no apretar mucho con la punta con el fin

de no dafarla.
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e Importante, lavar dos veces la placa con PBS para descartar los restos celulares
desprendidos de la zona de “herida”.
e Agregar medio nuevo con o sin tratamiento.

Otros soportes disponibles en el mercado.

e Sistema lbidi (http://ibidi.com/applications/wound-healing-and-migration/handling-
of-culture-inserts/ y http://ibidi.com/support/movies/mv16/) en la izquierda
(UTILIZADO EN SEMOC) o Cell Biolabs en la derecha
(http://www.cellbiolabs.com/wound-healing-assays)

Principle

‘:I‘ Wound Healing
Cell suspension is Insert

added to the well | I 24-Well Plate Well
with insert in place

L

11'E

Culture Media

Cell Suspension &
Monolayer

! Incubate 24-48 hours
Wound Field Outline

Cells are cultured
until a monolayer
forms

L

Remove insert to generate
a 0.9mm “Wound Field”

Cells may be treated
and monitored for .
migration into the f-ocsa B
wound field
-
Wound Field
Cells migrate from
either side of the .
gap until they close 2- Wound Field
the wound field
(™)
Wound Field

gap

e Cell Exclusion Zone Assays (Disponible en Platypus Technologies and Cell Biolabs.
Platypus’ Oris™ Cell Migration Assay) NO UTILIZADO EN SEMOC

Protocolo de ensayo de herida (11Bm)



Rev. n°: 00
Cs IC Protocolo de

AT 11/02/2013
DR 000 ENSAYO DE HERIDA
LDF SATRID |

ALANRID

Pag. 5 de 14

4. APLICACION DE TRATAMIENTOS.

El equipo Cell Observer del SEMOC no dispone de sistema de perfusidn, asi que no se pueden
realizar administraciones automaticas durante la adquisicién. Algunos grupos tratan las células
24 horas antes de la “herida” y después de la “herida” afiaden el mismo medio tratado. Otros
tratan las células inmediatamente después de hacer la “herida” y antes de colocar la placa en el
Cell Observer. Si se necesita realizar tratamientos durante el tiempo de adquisicion es necesario
que lo habléis con el personal del servicio para buscar el mejor modo de hacerlo.

5. Adquisicion de las imagenes

Se recomienda trabajar a bajos aumentos (4x) para tener un campo grande.

Para el analisis automatico se recomienda enfocar ligeramente por encima del punto de foco ya
que los algoritmos detectan mejor los bordes y es preferible dejar las imagenes un poco
sobreiluminadas que tener imagenes oscuras.

La cantidad de imagenes adquiridas durante el experimento depende del objetivo y del
conocimiento que tengamos de nuestras células y su comportamiento.

Existen principalmente tres tipos de adquisiciones o barridos: Barrido Rapido<4— ), Barrido de
tiempos discretos (------ ), Barrido continuo (;"""" )

9
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Barrido rapido: dos tiempos por experimento (Oh, 24h). Evalta la migracién celular general. No
lo recomendamos porque pierdes mucha informacién y en el Cell Observer puedes adquirir
imagenes cada poco tiempo.

Barrido de tiempos discretos: cuatro tiempos por experimento (Oh, 6h, 12h, 24h). Revela
informacién basica acerca de las fases del ensayo “herida”.

Barrido continuo: veinticinco tiempos (adquisiciones cada hora desde 0 a 24h por
experimento). Muestra detalles del analisis de las fases inicial (Delay Phase), central
(LinearMigration Phase), y tardia de la migracion (Stoppage Phase).

100 ; i
~ 90 P
: ‘ : Stoppage Phase

60 ;

Linear Migration Phase

Cell-covered area [%

10 1 Delay Phase

0 5 0 15 20 25
Time [h]

Key Area of Interest 2 | Linear Migration Phase

El barrido continuo es el mas usado por los usuarios ya que te permite elegir las mejores fotos
para las presentaciones o articulos, también es Util para obtener informaciones relativas a
efectos de retraso o expansion de la migracion independientes de los distintos tratamientos o
variables experimentales (Ver grafica siguiente)

Initial phase varies but stoppage phase is
observable at almost every experiment

100 - 100 | T _ —
= SOOI SRR - 3go ; 2 B
3 g 70} 2
@ & 60 g
2 2 40
8 $ 30 -E - e
e I T 20 |- Expansion |:
8 10 i ‘ Del?y Effet::t A O 1D Effect
9 i i 0 - i ;
0 5 10 15 20 25 0] 5 10 15 20 25
Time [h] Time [h]
Possible reasons for delay effect: Possible reasons for expansion effect:
+Low cell density -High cell density

«Coaling with serum proteins needed for adhesion

*Coating with cell segregated proteins
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6.1.

En algunas ocasiones cuando se necesita analizar con detalle el movimiento de cada célula se
acorta el tiempo entre imagenes hasta 15 minutos. Estos archivos tienen mucha informacién
que a veces no es necesaria y ocupan mucho espacio.

ANALISIS

Existen diferentes modos de analizar estos ensayos. A continuacion resumimos los mas
comunes:

Contaje del nimero de células que migran

Se toman fotografias a diferentes tiempos después de realizada la “herida” (ejemplo: tiempo O,
6, 12 y 24 horas). Se cuenta el nUmero de células que migraron dentro del area de la “herida”,
seleccionando varios campos al azar. Se representan los datos en el grafico expresando el valor
promedio de células migrantes en cada tiempo y para los diferentes tratamientos. En el
ejemplo que mostramos a continuacidén se asignd un valor arbitrario de 100 a la muestra
control del tiempo de 20 hrs.

A Accion del HCB sobre la migraciéon celular

HCB (i) evaluada por el ensayo de la “herida” en MDA-

ETOH 0008 0.5 05 5 MB-231. (A) Fotos representativas de las

F f “herida” s realizadas en los pocillos con los

o hes. [0 : diferentes tratamientos [HCB (0.005, 0.05, 0.5 y

5 uM) 6 vehiculo], y en los diferentes tiempos
. (0, 10 y 20 horas); y (B) cuantificacién del
10pg 7 ; ] ndmero de células que migraron hacia la
: . “herida” . Se tomaron imdgenes en cinco
campos elegidos al azar, en los diferentes
tiempos. Se contaron el nimero de células que
migraron hacia la “herida” . Se asignd un valor
5 arbitrario de 100 a la muestra control del
& tiempo 20 hrs. Los valores son las mediast SD.

Los datos fueron analizados por ANOVA de un

factor, seguido por el test de Tukey. Los
- asteriscos indican diferencias significativas con
B 20 hrs respecto al control (*p< 0.05; **p<0.01, ***p<
HCB (M) 0.001).

20 hrs. |

Células que migraron
(% control)

o
ETOH 0005 005 05 5
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6.2. Medicion del area de la “herida”

Se puede realizar con varios programas disponibles en la red. Aqui seleccionamos dos por ser
gratuitos y faciles de usar.

° Programa TScratch

http://www.cse-lab.ethz.ch/index.php?&option=com content&view=article&id=363&catid=49.
Tenemos el manual disponible para envidroslo, pero hacemos un resumen a continuacién.

Mediante este software (Geback T et al. 2009 ) se calcula el porcentaje del area de “herida” que
queda sin cerrar. El programa es de facil manejo y completamente automatico, se pueden
analizar tanto imagenes sueltas como imagenes agrupadas segun sus tiempos de adquisicidon y
sus condiciones.

En este segundo caso, es necesario colocar las imagenes en subcarpetas como indicamos mas
adelante. El analisis de imagenes por carpetas implica el trabajo de agruparlas que puede ser
tedioso, pero es muy util ya que se obtienen de manera automatica los datos comparativos de
tratamientos vs control, imagenes con la “herida” perfilada, estadistica e incluso grafica.

En el andlisis con imdgenes sueltas, calcula el porcentaje de drea de “herida” abierta, y se
obtienen imagenes con la “herida” perfilada, util para los montajes de los articulos. Los datos
de estadistica y comparativa entre condiciones los tenéis que hacer vosotros.

Una vez adquiridas las imagenes en el Cell Observer, el archivo .ZV| se exporta a archivos TIFF
en el programa Axiovision de la siguiente manera (lo tenemos instalado en la estaciéon de
trabajo pero os podéis descargar vosotros la versién gratuita):

|
Bascname: | EnsayaHERIDA
N G e e e I Se abre el archivo en File/Open.
[¥ Create project folder T,
Mode Channel selection
o} . . .
F ot = il 2. En el directorio File/Export aparece la ventana para
C Tmelspseatz [T =] | [ Geerate merosd imagels)
£ et I Use eoler for chanel images exportar.
™ Demplayed image ™ Use channel names
I Merged mages only
Mtee [ s =< 3, Seleccionar la carpeta donde se quieren guardar las
I Gray scale Campressicn 0 = - . , .
£ Caninb 3 imagenes exportadas (Save in ...).
[V Apply dspiay mappngs
™ Burn-n arnotations
Set as default .
4, En apartado Mode seleccionar All. En el apartado
sss = Chanell selection deseleccionar todo. En tipo de formato (File
Type) seleccionar TIF, 0% de compresidn y convertir a 8bit.
4 5. Presionar Star.
Close. Start

Protocolo de ensayo de herida (11Bm)



-, cs IC Rev. n° 00
R .. L. Protocolo de
OO . . T 11/02/2013
|b-- MU ol ENSAYO DE HERIDA
S Pag. 9 de 14
6. Comprobar que se han guardado bien las imagenes en las carpetas.

Abrir el programa TScratch.

Como ya tenemos el experimento desglosado en los distintos fotogramas en formato TIFF se
puede proceder de dos formas distintas:

Single directory mode, analizara de manera individual cada fotograma correspondiente a cada
muestra, y nos dara para cada tiempo el porcentaje de area sin células en esa imagen.

Tools View

Primary analysis
Image directory 1

| Browss |

Analyze lime sares 3 First tirme-point diveciony

Clic Browse y selecciona la carpeta donde tengas las imagenes sueltas (1).
Clic el boton “Run analysis” (2) para seguir.

Multiple directory mode

De esta manera se analizan a la vez todas las imagenes de las distintas muestras o condiciones y
de los diferentes tiempos. Para ello, desglosamos el archivo .zvi en los distintos fotogramas en
formato TIFF como hemos indicado arriba. Posteriormente crearemos una carpeta general que
englobe tantas subcarpetas como tiempos a analizar (Oh......24h) e incluimos en las distintas
carpetas los archivos jpg o tif de todas las condiciones y triplicados si los tenemos. En este
punto es muy importante la nomenclatura.

La identificacién de las imdgenes para comparar esta basada en los nombres del archivo de las
imagenes. Un ejemplo se muestra en la figura siguiente. Deben coincidir los nombres de todos
los puntos de tiempo. Por ejemplo, un archivo llamado ctrl_1.jpg en el punto de 24hr coincide
con el archivo ctrl_1.jpg en el punto inicial "Oh", y el porcentaje de area de la “herida” abierta
se calcula utilizando las areas calculadas para estas dos imagenes. No se distingue entre
mayusculas y minusculas, pero todos los caracteres del archivo menos la extensidn tienen que
coincidir (las extensiones de archivo pueden ser diferentes y, por tanto, los formatos de archivo

podria ser utilizado para las dos imagenes).

Para las imagenes de los grupos utilizados para el andlisis estadistico, sélo se considera el

LI

nombre hasta el primer guion 0 espacio o punto de caracter que separa la extension. Por lo
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tanto, las imagenes llamadas "ctrl_1.jpg", "ctrl_2.jpg"y "ctrl 3.jpg" se pondrdn en el mismo
grupo (llamado "ctrl"), mientras que"Treated_1.jpg" y "ctr 1.jpg" no. Todas las letras tienen que
coincidir hasta el primer subrayado o en el espacio; todos los caracteres siguientes son
ignorados y pueden ser cualquier nimero de espacios y guiones bajos.

Carpeta general del exp.
[ Assay 080515/

e — # ———

P —
oh/ ] [ 15h/ ] [ 24/ ] Subcarpetas de tiempos

/ ‘;\ /.4" N ‘;\ Imagenes separadas por
ctrl_1.jpg ctrl_L.jpg ctrl_1.jpg tiempos, deben llamarse igual las
ctrl 2.jpg ctrl 2.jpg ctrl 2.jpg " . .
T T o imagenes de la misma “herida” ,
typel 1 jpg typel_1.jpg typel_1.jpg y tener el mismo prefijo aquellas
typel_2.jpg typel _2.jpg typel_2.jpg que quieras analizar en el mismo
type2_1.jpg type2_1l.jpg type2_1.jpg grupo estadistico.

. SN PN /

Selecciona Browse en la parte de Primary Analysis y selecciona la carpeta donde tengas las
imagenes.

Para analizar a la vez todos las condiciones del experimento, es necesario marcar el recuadro
que precede a “Analyze time series” (1), y posteriormente hacer clic sobre el otro botén Browse
qgue esta proximo al cuadro llamado “First time-point directory” (2) donde se seleccionard la
subcarpeta que contiene las imagenes correspondientes al tiempo inicial a analizar (Ejemplo
0h). Pulsar en Run Analyze para continuar (3).

Scratch

Tools  View

Primary analysis
Image directory

| Browse... |

1 . )

1 Analyze time series| |Flr5[ lime-paint directory:
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A continuacién se podran modificar los valores umbrales sobre los cuales se realizara la
medicion del area que se va a cuantificar. Al variar este valor se incrementa o disminuye el area
de “herida” abierta marcada por el algoritmo. Haciendo clic en Reset se vuelve al valor inicial.
Se excluyen imagenes seleccionando el recuadro debajo del botdn Reset.

El programa usa un algoritmo para obtener un umbral estimado y va a clasificar las imagenes en
funcidn de si se ajustan a su algoritmo o no. Por ello, el ajuste del umbral se realizarad de dos
maneras.

Primero aparecera la pantalla de Group Editing Mode. En ella se puede modificar el valor
umbral de aquellas imagenes en las que el programa es capaz de obtener el umbral de manera
automatica.

Para continuar el proceso tanto si hemos hecho modificaciones como si no, habra que pulsar el
botdn de DONE en el apartado “review analysis” arriba a la derecha.

A continuacion aparecerd la pantalla de Single Image Mode, en la que se puede modificar el
valor umbral de aquellas imagenes en las que por diferentes motivos el algoritmo no ha dado
un resultado valido. Se podra modificar cada imagen por separado.

Para continuar el proceso tanto si hemos hecho modificaciones como si no, habra que pulsar el
botdén de DONE en el apartado “review analysis” arriba a la derecha.

En este punto el programa nos pedira el directorio donde queremos guardar los resultados.

Los resultados aparecen en una carpeta llamada “Analyzed” donde estardan los datos e
imagenes analizadas. Se guardara un archivo txt con los datos globales de todas las imagenes
seleccionadas, pudiéndose abrir con Excel, para posteriores calculos.

Herramienta para el ImagelJ: MRI Wound Healing Tool.

La herramienta MRl Wound Healing Tool mide el drea de la “herida” en los distintos
fotogramas que componen el time-series.

Para instalar la herramienta, acceder a la pagina web http://dev.mri.cnrs.fr/wiki/imagej-
macros/Wound Healing Tool donde aparecerd un manual de instalacion y manejo del
programa. Los pasos de instalacidn y manejo a seguir seran:

Hacer un clic sobre el link MRI_Wound Healing Tool.txt y sin soltar el botdn arrastrar el link
sobre la ventana de ImageJ, que previamente tendré que abrir.

Aparecerd una ventana con informacién y un macro que salvare mediante File/Save as en la

carpeta Imagel/macros/toolsetsk (Es posible que la carpeta Imagel, este en C:/Archivos de
programas)
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Para completar la instalacién, reiniciar Imagel, y en la ventana de ImageJ presionar el botén de
la esquina inferior izquierda con el simbolo >> seleccionando el toolset “MRI Wound Healing
Tool”. Apareceran dos botones el primero abre la pagina de ayuda y el segundo ejecuta el
macro y realiza las medidas.

m | m ETN

La instalacién ya estd completa. Para empezar a analizar el experimento lo abrimos en el
Imagel) mediante File/Open. Si estd en formato ZVI lo pasamos a TIFF mediante File/Save as y
elegimos Tiff. Si lo analizamos en formato ZVI, hara bien las mediciones pero no nos mostrara
las imagenes con el borde de la “herida” resaltado, muy utiles para los montajes posteriores.

Antes de accionar esta macro debemos seleccionar los parametros area y Display label en el
menu Analyze/Set Measurements de la barra principal del Image J para obtener los resultados
que esperamos.

[v Area [” Mean Gray Value
[ Standard Deviation [~ Modal Gray Value
[ Min & Max Gray Value [~ Centroid

I Center of Mass [~ Perimeter

[~ Bounding Rectangle [ FitEllipse

[” Shape Descriptors |~ Feret's Diameter
[ Integrated Density [™ Median

[~ Skewness [~ Kurtosis

I” Area Fraction [ Stack Position

[~ Limitto Threshold ¥ iDisplay Label:
[ Invert Y Coordinates [ Scientific Notation

Redirect To:  Mone =

Decimal Places (0-9y 3

oK Cancel
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Al hacer clic con el botén derecho del ratén sobre el icono m
se abre el menu siguiente:

F |

® O Wound Healing Tool C

method |variance

variance filter radius (10
threshold 1
radius open |4

rin, size 100000

(0] 4 Cancel

method: Se puede elegir entre el método basado en la varianza (variance) y el método basado
en encontrar los bordes (find edges). Para el segundo método, los parametros variance-filter-
radius y threshold no se tienen en cuenta.

variance filter radius: Es el radio del filtro de varianza que se aplica para separar la zona que
contiene células de la zona vacia. El radio debe ser lo suficientemente grande como para que la
variacion debida a la existencia de células desempefie un papel importante en comparacién con
la varianza del ruido en la imagen. El tiempo de calculo se hace mas largo con un radio mayor.

Threshold: La imagen resultante del filtro de varianza se convierte en una mdscara mediante la
aplicacion del umbral dado (threshold).

Radius open: Esta operacidon va a cerrar los agujeros en la monocapa celular. Debe ser lo
suficientemente grande como para cerrar pequefios agujeros pero lo suficientemente pequeio
como para no cerrar el area de la “herida” en las imagenes posteriores.

Min. Size: El tamano minimo de la “herida” que se tiene en cuenta. Esto excluye los pequefios
orificios que aparecen en la monocapa.

Una vez elegido el método y ajustados los pardmetros, se hace clic con el botén izquierdo sobre
el icono m y automaticamente se ejecuta la macro y se muestran los resultados.

Por un lado aparecen las imagenes con el borde delimitado, y por otra una tabla de resultados
con el drea que queda vacia en cada tiempo.
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|Label [Area |
1 wound healing tif:0001-0004-1320;wound healing-1 2907885
2 wound healing tif:0002-0005-1380:wound healing-2 1406758
3 wound healing tif:0003-0006-1390:wound healing-3 1406755

Inconveniente: Puede suceder que el resultado en un tiempo de mas de un area, porque ya
estén en contacto algunas células de ambos lados. Estos casos se reconocen porgque tienen el
mismo numero en la primera columna de la tabla de resultados.

Para obtener el area total de este tiempo seria necesario sumar todas las areas obtenidas para
ese punto
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