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Resumen del proyecto

El monitoreo de células a tiempo real y por largos periodos de tiempo es un proceso muy costoso que requiere
frecuentemente un microscopio con jaula de control, por ejemplo.

El objetivo central del proyecto era la creacidon de una alternativa de bajo costo a este proceso mediante el desarrollo de
un microscopio compacto que cupiera dentro de un incubador de células, cuyas piezas de montaje se fabricaran utilizando
impresion 3D, cuya 6ptica incorporase una lente de foco ajustable eléctricamente para realizar un enfoque en Z no
mecdnico y con una platina mévil en el plano XY y que permitiera la evaluacion de diferentes condiciones experimentales
dentro del incubador.

A través de este proyecto mediante un equipo interdisciplinario, se logré desarrollar una herramienta para microscopia
innovadora, capaz de realizar registros celulares prolongados, asi como también se desarrollaron metodologias de cultivo
celular que permitirdn en un futuro préximo la aplicaciéon de este microscopio al estudio de comportamientos
fundamentales en células tumorales.
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Introduccién

La capacidad de monitorear células en tiempo real por largos periodos de tiempo es una herramienta
clave con muy diversas aplicaciones (L. Collins et al., 2019). El monitoreo de células en tiempo real
es un proceso muy costoso, que suele requerir de un microscopio equipado y dedicado Unicamente
para este fin.

Una alternativa es el uso de microscopios compactos, carentes de objetivos oculares, que quepan en
un incubador de células y que sean controlados a través de una computadora desde el exterior
(microscopios dentro de incubador). Existen microscopios comerciales de este tipo, cuyos usos
incluyen el estudio de la proliferacion de células tumorales (Karthikeyan et al., 2018), el screening

de farmacos (Stewart et al., 2015) y el diagndstico clinico (Muldur et al., 2018). Mds aun,

numerosas patentes en la industria farmaceutica y biotecnoldgica presentan resultados obtenidos
mediante estos microscopios (ver por ejemplo (Larsson et al.; Lehtio et al.)), demostrando la
importancia de esta herramienta en aplicaciones de desarrollo tecnoldgico. No obstante, su costo
puede superar las decenas de miles de délares (Keshamouni), volviéndose una barrera para su uso por distintos actores
productivos, particularmente en el medio nacional.

Con el objetivo de alcanzar alternativas de bajo costo, comienzan a aparecer en la literatura
especializada enfoques novedosos a este problema donde se combinan la éptica y la electrénica con
algoritmos de reconstruccion de imdgenes, como por ejemplo (Kim et al., 2016), donde mdltiples
microscopios pticogrdficos de Fourier (FPM) capturan una serie de imdgenes de baja resolucién de
la muestra bajo distintos dngulos de iluminacion para luego mejorar la resoluciéon a través de
algoritmos iterativos. Otro ejemplo es (Jin et al., 2015), donde diversas estrategias de postprocesamiento
tales como compressive sensing son implementadas para mejorar la calidad de las

imdgenes.

Por otra parte, los microscopios dentro de incubador comerciales poseen enfoque mecdnico y
control de foco motorizado, lo que aumenta su complejidad y costo, pero carecen de sistemas de
autofoco que contrarresten la deriva de foco tipica en registros prolongados (Shen et al., 2006). Una
alternativa al enfoque mecdnico tradicional es el uso de lentes de foco ajustable eléctricamente
(ETL), que permiten hacer foco en ausencia de partes mecdnicas. Las ETL cambian su curvatura en
funcion de una corriente eléctrica y al incorporarse en el camino dptico de un microscopio permiten
ajustar el foco sin desplazar el objetivo, haciendo un enfoque completamente dptico que puede ser
automatizado en forma sencilla y que ademads da la posibilidad de realizar barridos axiales muy
precisos y veloces (Blum et al.). Las ETL tienen un costo muy bajo en comparacion con otros
componentes de un microscopio (Leuenberger and Voigt), por lo que sus aplicaciones en

microscopia dptica estdn siendo estudiadas intensamente (Jabbour et al., 2014; Nakai et al., 2015),
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incluyendo por nuestro grupo de investigacion (Alonso et al., 2019). En particular, hemos
desarrollado un microscopio de fluorescencia basado en una ETL para realizar reconstrucciones
opticas de objetos bioldgicos de gran espesor, y lo hemos usado para analizar la estructura
tridimensional de esferoides multicelulares tumorales (Alonso et al., 2019), aplicando ademads
algoritmos ya desarrollados por nuestro grupo para procesar imdgenes obtenidas mediante ETL
(Alonso et al., 2015, 2016).

Por ende, este proyecto busca extender las aplicaciones de las ETL al disefio de un microscopio
dentro de incubador capaz de controlar el foco, realizar escaneos axiales y contrarrestar la deriva de
foco, todo ello mediante un mecanismo automatizado carente de partes mecdnicas basado en las
propiedades de las ETL. Para adaptar los componentes bdsicos del microscopio y del sistema de
control al ambiente del incubador, y para que sea posible visualizar distintos tipos de contenedores
de células, se requerird el disefo y la construccidn de varias piezas especificas. Para producir estas
piezas a bajo costo y de forma precisa y reproducible, proponemos usar tecnologias de impresién
3D, cada vez mds utilizadas en el drea de la microscopia (Sharkey et al., 2016). También
proponemos usar esta tecnologia para implementar una platina mévil en el plano XY, de modo de
evaluar multiples condiciones en simultdneo, realizando los asi llamados ensayos multiplex. Este
proyecto propone el diseno innovador de un microscopio personalizado que, hasta donde alcanza
nuestro conocimiento, no se encuentra entre las tecnologias disponibles tanto en nuestro pais como
en el exterior.

Por otra parte, el monitoreo en tiempo real de células en cultivo por periodos prolongados requiere
frecuentemente de cdmaras de cultivo adaptadas especificamente al tipo de experimento a realizar.
Si bien existen numerosas alternativas comerciales para disponer de cdmaras de cultivo
especializadas, las ya mencionadas tecnologias de impresién 3D han dado la posibilidad de disenar
con cada vez mayor flexibilidad y bajo costo dispositivos de cultivo celular adaptados de manera
precisa a una gran variedad de requerimientos experimentales (Wardyn et al., 2015; Zhong et al.,
2018). En particular, se han producido por impresién 3D micro-moldes que permiten generar
cdmaras de cultivo con multiples micro-pocillos mediante el uso de polimeros biocompatibles, de
forma de poder realizar de forma sencilla y costo reducido ensayos multiplex (Alessandri et al.,
2017), usados por ejemplo para visualizar el crecimiento y la migracién de agregados tumorales
multicelulares (Casey et al., 2017). Recientemente, hemos desarrollado una cdmara de cultivo
sencilla que permite cultivar células tumorales en condiciones similares a las alteraciones del
microambiente tumoral temprano (Arocena et al., 2019), y también seria muy interesante poder
adaptar este ensayo a un formato de micro-pocillos multiplex. Por ende, proponemos en resumen
usar tecnologias de impresion 3D y polimeros biocompatibles para generar cdmaras de cultivo que,
en conjunto con el microscopio dentro de incubador propuesto, permitan monitorear por tiempos
prolongados la proliferacidn, migracion e interaccién con el microambiente de células tumorales,
asi como determinar de qué forma influyen diversos agentes quimioterapéuticos en dichos procesos.
En particular, proponemos trabajar con lineas celulares de carcinoma oral humano, que es un tipo de
cdancer agresivo y de alta prevalencia en Uruguay (Barrios et al., 2014), por lo que la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas en esta enfermedad es un drea de investigacidn de gran relevancia
para la salud en nuestro pais.

Metodologia/disefio del estudio

1) Disefo y montaje de un microscopio compacto con ETL incorporada capaz de ser usado dentro
de un incubador de células.

Una primera etapa de este proyecto consiste en el disefio y montaje del dispositivo 6ptico a usar.
Proponemos basarnos en un dispositivo dptico de contraste de fases, que es una de las técnicas de
microscopia dptica a la vez mds sencillas y mds establecidas para visualizar células (Webb, 2015).
La incorporacién de una ETL a un dispositivo dptico de contraste de fases ya ha sido descrita (Zuo
et al., 2013), y por otra parte es muy similar a su incorporacién al microscopio de fluorescencia que
hemos construido previamente (Alonso et al., 2019), por lo que no esperamos encontrar mayores
dificultades en este proceso. Como fuente de iluminacién, usaremos LED, al igual que en nuestro
trabajo anterior, que por otra parte es muy ventajosa para realizar registros prolongados de células
vivas, ya que su fototoxicidad es minima (Cole, 2014).
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2) Puesta a punto del sistema de control de la ETL para realizar enfoque remoto y escaneos axiales
automatizados

Aligual que en nuestro trabajo previo, estableceremos el rango de distancias focales necesario para
hacer foco y realizar amplios escaneos axiales, y ajustaremos de manera correspondiente las
intensidades de corriente en el dispositivo controlador de la ETL (Alonso et al., 2019), en lo que
constituye el paso clave para poner a punto dicho sistema de control (Nakai et al., 2015). A

su vez, determinaremos la magnificacion asociada a cada distancia focal, fundamental para el
posterior registro y procesamiento de las imdgenes multifoco a adquirir mediante targets de calibracién
(USAF 1951, spoke target) y plataformas micrométricas de uso comdn en nuestro laboratorio. De
este modo, tendremos un sistema de control capaz de usar la ETL para hacer foco y realizar
escaneos axiales de forma remota y sin partes mecdnicas. El Ultimo paso en esta etapa serd
programar -por medio de lenguajes como Python o C++ - el dispositivo controlador de la ETL para realizar escaneos
axiales definidos y

periddicos, de modo de poder realizar registros prolongados en el tiempo sin perder nunca el plano
de foco y, en el caso de ensayos 3D, registrando varios planos focales de interés.

3) Disefio y construccion de un estativo de microscopio adaptado al uso dentro de incubador y de

una platina motorizada usando impresién 3D y placas de microcontroladores open source

El diseno y construccién de las piezas de soporte que constituyan el estativo del microscopio se hard
mediante impresién 3D, una técnica sumamente versatil, reproducible y de bajo costo que ademads
ya ha sido utilizada para generar piezas de soporte en prototipos de microscopios dentro de
incubador (Jin et al., 2015). Por otra parte, la impresién 3D se ha usado en combinacién con placas
de microcontroladores open source de amplio uso (Arduino) para construir platinas motorizadas
facilmente reproducibles (Schneidereit et al., 2017). Basdndonos en estos trabajos previos,
construiremos una platina motorizada sencillg, y le ahadiremos marcadores fiduciales, de modo de
tener un registro preciso entre imdgenes de una misma muestra a distintos tiempos, compensando
errores introducidos por la eventual deriva en el plano XY de la platina (Lee et al., 2012).

4) Desarrollo de ensayos celulares multiplex mediante el uso de cdmaras de cultivo creadas por
impresién 3D en combinacidn con polimeros biocompatibles

Como ya mencionamos, una forma muy versdtil de crear cdmaras de cultivo es la combinacién de
moldes generados por impresién 3D, que se usan para crear pocillos en la superficie de un polimero
biocompatible tal como la agarosa, inicialmente en estado liquido y que luego al gelificar adquirira

la forma marcada por el molde, generando pocillos del tamano y distribucién marcados por el
molde. Luego, dichos pocillos pueden ser recubiertos de una capa de poli-lisina o coldgeno de tipo

I, de modo de generar una superficie que permita la adhesidn celular y el crecimiento en monocapa.
De esta forma, podremos generar cdmaras de cultivo con tamanos y distribuciones de micropocillos
variables. En particular, esto nos permitird crear micro-pocillos donde podremos seguir la

adhesion y proliferacién en monocapa de una Unica célula inicial hasta formar una colonia, Esto

nos permitird estudiar la capacidad formadora de colonias de células tumorales, asi como la
dindmica de formacion de dichas colonias, y como la capacidad y la dindmica de formacién de
colonias se ve alterada por el tratamiento con fdrmacos usados en quimioterapia. Usaremos lineas
celulares de carcinoma oral tales como las lineas Scc-4, Scc-9 y Scc-15 (Park et al., 2016), y
fdrmacos antiproliferativos tales como cisplatino, 5-fluorouracilo o docetaxel, ampliamente usados
en el tratamiento del carcinoma oral (Hartner, 2018). Alternativamente, colocaremos en cada micropocillo
células embebidas en una matriz extracelular bioldgica y observaremos cdmo migran
tridimensionalmente gracias a la capacidad de barrido axial de la ETL del microscopio,
implementando asi ensayos de migracion 3D similares a otros ya descritos (Vinci et al., 2015). En
este tipo de ensayo, estudiaremos cémo la capacidad de migracién tridimensional se ve alterada por
fdrmacos con efecto antimetastatico, tales como el inhibidor de Rho-kinasas Fasudil (De Sales

Costa Moreira Carboni et al., 2015). Finalmente, buscaremos adaptar el método que hemos
desarrollado recientemente para cultivar células progresivamente alejadas de una fuente de oxigeno,
y que resulta en un microambiente progresivamente hipdxico y acidificado similar al microambiente
tumoral in vivo (Arocena et al., 2019) a un formato multiplex utlizando cdmaras de micro-pocillos
similares a las descritas mds arriba, de modo de hacer un monitoreo prolongado de la respuesta
celular a un microambiente alterado en varios micro-pocillos en paralelo.
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Resultados, andlisis y discusidn

Consideramos que este proyecto ha generado un desarrollo tecnolégico innovador, mediante la aplicacién de la ETL a la
creacién del microscopio dentro de incubador. A su vez también ha permitido generar registros celulares prolongados que
esperamos contribuyan a comprender mejor la dindmica de proliferacién y migracién 3D en células de carcinoma oral, asi
como el impacto de agentes quimioterapéuticos en dichas dindmicas, y también en la caracterizacién de la dindmica de la
respuesta celular a un microambiente progresivamente hipdxico. Pensamos que hemos contribuido a la generacién de
capacidades en el dmbito de la tecnologia de cultivo celular, con aplicacidn a aquellos dmbitos donde el cultivo celular es
una herramienta clave.

En términos de formacion de RRHH, el proyecto contribuyé de manera considerable al desarrollo de una tesis de doctorado
en Ingenieria Fisica en marcha y una tesis de maestria Biologia Celular y Molecular en marcha de integrantes del
proyecto.

Publicacién en Proceedings de Conferencias Internacionales Arbitradas:

Imaging and Applied Optics Congress 2022:
“Field-of-view extension and XY-drift correction in microscopy for large simples” Autores: Alejandro Silva, Miguel Arocena,
Julia Alonso.

Frontiers in Optics + Laser Science Conference 2021:
“3D-Printed Autofocus Custom-Built Microscope for Extended Field-of-View Imaging of Large Biological Samples”, Autores:
Alejandro Silva, Julia Alonso.

Observacién: Ambos preprint estdn depositados en el repositorio Colibri, con embargo por 12 meses.

Esperamos continuar trabajando en conjunto en estas lineas de investigacion y llegar a
publicar en revistas arbitradas internacionales en un futuro préximo.

Asi mismo, no en lo inmediato, pero pensamos que en un futuro no muy lejano podriamos acercarnos a transferir un
prototipo para su uso por potenciales beneficiarios.

Conclusiones y recomendaciones

El desarrollo de este proyecto ha generado un desarrollo tecnolégico innovador, mediante la aplicacién de la ETL a la
creacién del microscopio dentro de incubador. A su vez también ha permitido generar registros celulares prolongados que
esperamos contribuyan a comprender mejor la dindmica de proliferacién y migracién 3D en células de carcinoma oral, asi
como el impacto de agentes quimioterapéuticos en dichas dindmicas, y también en la caracterizacién de la dindmica de la
respuesta celular a un microambiente progresivamente hipdxico. Pensamos que hemos contribuido a la generacién de
capacidades en el dmbito de la tecnologia de cultivo celular, con aplicacidn a aquellos dmbitos donde el cultivo celular es
una herramienta clave.

En términos de formacidn de RRHH, el proyecto contribuyé de manera considerable al desarrollo de una tesis de doctorado
en Ingenieria Fisica en marcha y una tesis de maestria Biologia Celular y Molecular en marcha de integrantes del
proyecto.

Publicacién en Proceedings de Conferencias Internacionales Arbitradas:
Imaging and Applied Optics Congress 2022:
“Field-of-view extension and XY-drift correction in microscopy for large simples” Autores: Alejandro Silva, Miguel Arocena,

Julia Alonso.

Frontiers in Optics + Laser Science Conference 2021:
“3D-Printed Autofocus Custom-Built Microscope for Extended Field-of-View Imaging of Large Biological Samples”, Autores:
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Alejandro Silva, Julia Alonso.

Observacion: Ambos preprint estdn depositados en el repositorio Colibri, con embargo por 12 meses.

Esperamos continuar trabajando en conjunto en estas lineas de investigacion y llegar a
publicar en revistas arbitradas internacionales en un futuro préximo.

Asi mismo, no en lo inmediato, pero pensamos que en un futuro no muy lejano podriamos acercarnos a transferir un
prototipo para su uso por potenciales beneficiarios.
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