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Notas de aplicacion feb 28 2024

Evaluacion de la eficacia de medicamentos en
esferoides tumorales 3D usando un flujo de
trabajo que parte del procesamiento de imagenes

En la evaluacion de medicamentos que requiere organismos individuales como los animales
experimentales y los humanos, los valores de medicién se ven afectados por diversos factores como
la edad o el entorno de crecimiento; estos dificultan el andlisis estadistico de datos provenientes de
diversas muestras.

Los modelos de cultivo celular 3D, como los organulos y los esferoides, pueden simular la estructura
in vivo y el funcionamiento de un érgano o un tejido, ademas de facilitar su cultivo in vitro en
grandes cantidades. Por tanto, son altamente reproducibles para los andlisis de datos estadisticos.
Dado que los modelos de cultivo celular 3D pueden replicar la heterogeneidad celular observada en
los tumores, el procesamiento de imagenes de los ensayos con células 3D resulta muy Gtil para
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llevar adelante las evaluaciones de farmacos/medicamentos.

El flujo de trabajo para evaluar la eficacia de los medicamentos usando ensayos basados en células
3D puede dividirse en los siguientes tres procesos (Figura 1):

e Preparar, cultivar y tratar el modelo del cultivo celular 3D
o Adquirir imagenes de las células
» Realizar los andlisis estadisticos

Esta nota de aplicaciéon, se presenta un flujo de trabajo basado en el procesamiento de imagenes
para cada proceso. Para demostrar el flujo de trabajo paso a paso, se ha usado un ensayo que
permite evaluar cuantitativamente los danos inducidos por los compuestos en los esferoides
tumorales 3D a nivel celular.
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Figura 1. Flujo de trabajo a partir del procesamiento de imagenes para modelos de cultivo celular 3D usando las

tecnologias de Evident.

1. Preparaciéon de los esferoides tumorales 3D (pre-cultivo)

Los esferoides tumorales pueden simular el microentorno celular que se observa en muchos
tumores in vivo, por lo tanto suelen ser usados en ensayos de cribado de farmacos/medicamentos
anticancerosos. Por lo general, se forman a partir de cultivos de células cancerigenas colocados en
recipientes hemisféricos de baja adherencia.

Para evaluar la eficacia del medicamento, hemos preparado esferoides tumorales de 600 um o mas.
Para este proceso, hemos usado el sistema de monitorizacion de incubaciéon CM30. Este dispositivo
permite monitorizar las células a largo plazo y hacer un seguimiento del estado de los cultivos
celulares sin sacarlos de la incubadora.

Para preparar los esferoides tumorales, se cultivaron células MCF-7 derivadas de cancer de mama
en recipientes de 96 pocillos en forma de U y de baja adherencia con una densidad de

2000 células/pocillo. Inmediatamente después del reparto, se colocé la microplaca en el sistema
CM30 y ubicd el sistema en una incubadora de COZ2. La utilizacién del sistema CM30 nos permitié
monitorizar la formacién de las células MCF-7 que forman esferoides y su aumento de tamafo con
el paso del tiempo (Figura 2).
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] (b) Imagen del esferoide cultivado
Video: 230511_MCF-7_PS0001_0000T1.mp4 en el tamafio diana. Una mascara
Figura 2. (a) Imagenes de la formacion de esferoides en intervalos de de confluencia muestra las células

. detectadas de color azul.
tiempo.

El sistema CM30 reconocié automaticamente el area del esferoide al aplicar la funciéon de medicién
de confluencia. Con la funcion de medicién de confluencia, la confluencia es calculada como una
relaciéon del drea ocupada por las células en funcién del drea de toda la imagen. La Figura 3 muestra
los cambios en el area del esferoide MCF-7 a lo largo de siete dias.
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Figura 3. Gréfico que ilustra los cambios de tamafio de los esferoides durante siete dias. La linea amarilla es el objetivo

de confluencia configurado en el sistema.

Cuando la confluencia alcanzaba el 5 % del drea de la imagen adquirida, el software media el area
del esferoide. Aqui, se determind que el didmetro del esferoide supera los 600 um cuando la
confluencia alcanza el 5 %. El sistema CM30 permitié definir una confluencia diana del 5 % en el
software. Se definidé una alarma para informar si las células alcanzaban o superaban esa confluencia.

Para confirmar el correcto funcionamiento de la alarma, se medié el tamafo del esferoide a partir
de 12 pocillos un dia después de la definicién de la alarma y se confirmd la obtencién de esferoides
tumorales con un didmetro de 600 um o mas en todos los pocillos (Figura 4).
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Figura 4. Tamano del esferoide preparado un dia después de la alarma.

(a) Ejemplo de una alarma en el sistema CM30 (b) Didmetro de los esferoides preparados (n= 12).

Preparar los esferoides usando el sistema CM30 permitié monitorizar el estado de crecimiento sin
tener que sacar ni meter el recipiente de la incubadora y sin requerir la intervencién del
investigador. Ademas, el software de analisis pudo cuantificar el tamano del esferoide y emitir la
alarma cuando se alcanzaba el tamafno diana del esferoide. Al tener implementado el sistema CM30
en su flujo de trabajo, los investigadores tienen la libertar de completar otras tareas en el tiempo
que antes dedicaban a monitorizar el cultivo celular.

Los esferoides tumorales que superaban un tamano especifico eran tratados con uno de los tres
medicamentos anticancerosos (Cisplatino, Paclitaxel o 5-FU) en distintas dosis o control. Se agregé
Hoechst 33342, yoduro de propidio (Pl) y calceina AM a todos los pocillos 24 horas més tarde. Los
colorantes Hoechst 33342, yoduro de propidio (Pl) y calceina AM pueden tenir los nucleos de todas
las células, los nucleos de las células muertas y las células viables en los esferoides,
respectivamente. Después de la tincién, se adquirieron los datos de imagen de los esferoides
tumorales usando la microscopia de escaneo laser.

2. Adquisicion de imagen de las células en los esferoides
tumorales 3D

Se usd el microscopio confocal de escaneo laser FLUOVIEW™ FV3000 para adquirir imagenes en
alta resolucién de los esferoides tumorales mas gruesos a nivel de cada célula. El médulo de
procesamiento de imagenes de macro a micro del microscopio FV3000 permitié adquirir imagenes
sin tener que buscar la muestra.

La Figura 5 muestra un diagrama esquematico del proceso automatico de adquisicién de imagenes
usando el médulo de procesamiento de imagenes de macro a micro. Los esferoides tumorales
flotan en posiciones inconsistentes dentro del pocillo en forma de U. Para solucionar este problema,
el médulo de procesamiento de imagenes de macro a micro registra la posicién del esferoide de
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interés procesando todo el pocillo con una magnificacién baja (macroimagen). Posteriormente, el
maodulo puede adquirir de forma automatica y exclusiva la regién del esferoide en alta magnificaciéon
(microimagen). Este proceso reduce el tamano de archivo de la imagen adquirida. Ademas, permite
reducir la carga en la memoria del sistema.

Rough macro imaging Sample detection and detail micro imaging

Low : Macro imaging area ik : Micro imaging area
magnification i ging magnification i e

Figura 5. Diagrama esquematico del médulo de procesamiento de imdgenes de macro a micro en el microscopio

confocal de escaneo laser FV3000.

El microscopio adquirié de forma consecutiva imagenes de seccién Z de los esferoides tumorales a
partir de 60 pocillos.

Tal y como puede verse en la Figura 6, se adquirié una imagen de alta resolucién a partir de cada
célula del esferoide tumoral. En el grupo tratado con Cisplatino pudo observarse un gran ndmero de
células positivas a Pl en relacidon con el control y los dos otros medicamentos anticancerosos, lo que
sugiere que este medicamento provocd la muerte de estas células.

Plate design (60 well)

Control

Paclitaxel ™ Cisplatin .
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Figura 6. Las imagenes para determinar la vida y la muerte celular son capturadas automaticamente por el médulo de

procesamiento de imagenes de macro a micro.

3. Andlisis estadistico de las células en los esferoides tumorales 3D

Para determinar la viabilidad de cada célula en el esferoide, se analizaron las imagenes de seccién Z continuas obtenidas
a partir de los diversos pocillos usando el software de andlisis celular 3D NoviSight™. Las sefales de fluorescencia,
derivadas de la tincién Hoechst 33342, fueron usadas para reconocer todos los nucleos celulares. Por medio del
proceso de puerta de fase basado en el diagrama de dispersion, las células pudieron ser definidas como células muertas
debido a la baja intensidad de la sefal de fluorescencia derivada de la calceina AM vy la alta intensidad de la sefal
derivada del yoduro de propidio. En cambio, las células con un alto contenido de calceina AM y un bajo contenido de Pl
se definieron como células viables (Figura 7). Posteriormente, se pudo verificar la validez de nuestra clasificacién usando
la funcién de galeria (Gallery). Con ello se demostré que, al usar el software NoviSight, fue posible clasificar un gran

numero de células reconocidas automéaticamente en funcién de la intensidad de la sefal fluorescente.
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Figura 7. Determinacién de la viabilidad de todas las células usando el software NoviSight. Izquierda: Gréafico de la
intensidad de la sefal de fluorescencia del canal de calceina AM y el canal Pl a partir de cada célula. Derecha: Imagenes

de la galeria para células vivas y muertas.

Tal y como puede verse en la Figura 8, se calculé el porcentaje de células viables en los esferoides
tratados con medicamentos anticancerosos. Al anadir el Paclitaxel y 5-FU en distintas
concentraciones, se pudieron observar células viables sin cambios significativos en la relacién. Sin
embargo, se confirmdé una reduccién en la relacién de células viables a medida que la concentracién
anadida del Cisplatino aumentaba. El software NoviSight facilita el anélisis basado en el
procesamiento de imagenes a partir de ensayos celulares con modelos de cultivo celular 3D; esto
con el fin de evaluar simultdneamente la eficacia de multiples medicamentos candidatos.
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Consideraciones dedicadas a evaluar los efectos de los medicamentos
anticancerosos en esferoides tumorales

A través de este estudio, se confirmé que las soluciones basadas en el procesamiento de imagenes
pueden facilitar cada etapa del proceso dedicado a entender los efectos de los
farmacos/medicamentos anticancerosos en los esferoides tumorales a nivel celular.

Los esferoides tumorales son preparados siguiendo un proceso de cultivo celular muy laborioso.
Para confirmar cuantitativamente los efectos de los medicamentos anticancerosos, los esferoides
deben presentar condiciones homogéneas (p. €]., el tamano del esferoide en este estudio). Gracias a
las funciones de monitorizacién remota del sistema CM30, fue posible comprobar cémo
proliferaban las células hasta que el esferoide alcanzaba un tamafno predeterminado, sin tener que
sacar el cultivo de la incubadora. Ademas, la funcién de alarma del sistema CM30 permitié definir
con precision los plazos del tratamiento con los medicamentos anticancerosos.

La microscopia confocal de escaneo laser es una opcidon adecuada para observar la respuesta de
los esferoides tumorales a los medicamentos contra el cancer (oncolégicos) a nivel celular. Se
piensa que los esferoides tumorales cultivados en los pocillos en forma de U existen cerca del
centro de la pared. En realidad, suelen estar situados ligeramente fuera del centro. Al procesar en
imagen todo el pocillo con el fin de capturar el area de los esferoides tumorales se requiere una
gran cantidad de datos de almacenamiento y mucho tiempo. El médulo de procesamiento de
imagenes de macro a micro del microscopio FV3000 simplifica dicho proceso. El médulo adquiere
una imagen en baja magnificacién (macroimagen) de todo el pocillo y determina automaticamente la
6ptima posicién para el procesamiento de iméagenes en alta magnificacién (microimagen). Al
procesar exclusivamente la muestra (esferoides de cancer) en imagen a alta magnificacion, el
maodulo reduce el tamano de archivo de la imagen y el tiempo dedicado al procesamiento de
imagenes.

Las imagenes adquiridas con el microscopio FV3000 pueden analizarse facilmente gracias al
software de andlisis celular 3D NoviSight. El procesamiento estadistico de las senales de viabilidad a
nivel celular demostré que la incorporacion del Cisplatino aumentaba el nUmero de células muertas
en funcién de la dosis. El software NoviSight puede ser usado con parametros analiticos, como la
intensidad de sefal y la informacién de posicién de la célula, para llevar a cabo andlisis avanzados.
Analizar el comportamiento de cada célula heterogénea en un esferoide 3D, viabiliza la evaluacién
del farmaco/medicamento en un entorno que simula de forma cercana el entorno celular in vivo.

Este flujo de trabajo emplea tecnologias de Evident que automatizan, acortan y ahorran tiempo y
esfuerzos en procesos dificiles o complicados para los usuarios que analizan modelos de cultivos
celulares 3D. La combinacién de estas soluciones proporciona un flujo de trabajo de investigacion
mas agilizado de principio a fin.

Mas informacion sobre el procesamiento de imagenes confocal y el analisis de imagenes.
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Microscopio confocal de escaneo laser
FV3000

» Disponible Unicamente con las configuraciones de
escaneo galvanométrico (microscopio de escaneo
FV3000) o hibrida galvanométrica-resonante
(FV300O0RS).

» Nueva deteccidn altamente eficaz y precisa en todos
los canales mediante la tecnologia TruSpectral

e Optimizada para el tratamiento de imagenes de células
vivas proporcionando alta sensibilidad y baja
fototoxicidad

e Inverted and upright frame options to suit a variety of
applications and sample types

Mas informacion » https://www.olympus-lifescience.com/laser-scanning/fv3000/

Sistema de monitorizacién de incubacion
CM30

Monitorice, analice y comparta de forma remota la
informacién sobre la salud, el recuento celular y la
confluencia de sus cultivos celulares gracias a los datos
cuantitativos fiables que proporciona el sistema de
monitorizacién de incubacion automatica CM30. Este
sistema permite una observacién sin marcado, reduce los
riesgos de dafnos en sus cultivos y normaliza el flujo de
trabajo para su cultivo.

« Compilacién automatica de los datos cuantitativos
sobre la salud y la confluencia de sus cultivos

» Monitorizacién del desarrollo de los cultivos de forma
remota a partir de un/una PC o tableta

e lluminacién episcépica oblicua integrada para una
observacion sin necesidad de marcado

Mas informacién » https://www.olympus-lifescience.com/cell-culture-solution/cm30
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Software de analisis celular 3D
NoviSight

El software de andlisis de células 3D NoviSight proporciona
datos estadisticos para esferoides y objetos 3D a partir de
experimentos con microplacas. Uselo para cuantificar la
actividad celular 3D, capturar de forma mas facil los eventos
celulares extranos, obtener recuentos celulares precisos, y
mejorar la sensibilidad de la deteccion. El software NoviSight
funciona con una amplia gama de técnicas de
procesamiento de imagenes como el de escaneo puntual,
bifoténico, confocal de disco giratorio y superresolucién
para células vivas.

» Rapido reconocimiento de imagenes 3D desde
estructuras completas hasta estructuras de
caracteristica subcelular

» Andlisis estadisticos precisos

» Variedad de ensayos predeterminados e integrados,
listos para ser usados o disenados por usted

Mas informacion » https://www.olympus-lifescience.com/software/novisight
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