ARTICULO DE INVESTIGACION ORIGINAL

Vol. 33, Num. 2, Diciembre, 2012, pp. 117-126

TR T
£
N4

/]
\

SOMIB

Estudio de la Actividad Biolégica de Células de Melanoma
en un Medio de Cultivo Mediante Técnicas de Biospeckle

R. A. Martinez-Celorio*
R.J. Gonzélez-Pena**
R.M. Cibrian**

R. Salvador**

R. Gil-Benso™**

T. San Miguel***

O.L. Sanchez-Munioz****

*Grupo de Bioingenieria,
DICIS, Universidad de
Guanajuato, México.
**Grupo de Bioffsica y
Fisica Médica. Dep.
Fisiologia. Facultad de
Medicina y Odontologia.
Universidad de Valencia.
***Dep. Patologia.
Facultad de Medicina y
Odontologia. Universidad
de Valencia.

****Instituto de Ciencia
Molecular, Universitat de
Valencia.

RESUMEN

Se presenta un estudio de la actividad bioldgica de células de un melanoma
de piel ante la presencia de diferentes concentraciones del medicamento
Colcemid mediante la técnica de Biospeckle. El estudio fue realizado sobre
cuatro muestras colocadas en pocillos plasticos preparados para tales fines.
Las muestras fueron: el medio de cultivo RPMI-1640 Gel; el medio de cultivo
con 10° células de la linea MEL — RC08 y lo anterior con 1 ug y 2 ug de
medicamento Colcemid, respetivamente. Estas muestras fueron estudiadas a
la vez, mediante la técnica de Biospeckle que consiste en analizar la evolucién
temporal de los patrones de speckle de las mismas. Para esto, se diseno
un experimento que consiste en iluminar las muestras con un haz de luz
laser de He-Ne y adquirir un conjunto de 96 iméagenes durante 24 horas
usando una camara de alta resolucién Firewire. Las imagenes adquiridas
son procesadas usando el método de las diferencias temporales de patrones
de speckle para analizar su actividad biolégica. Los resultados obtenidos
muestran cambios en el comportamiento de la actividad biolégica de las
muestras en dependencia de la concentracién de medicamento aplicada. Se

discuten también las ventajas y desventajas del método empleado.

Palabras clave: Biospeckle, actividad biolégica, método de diferencias

temporales.
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ABSTRACT

We are reporting a study of the response of a biological tissue with a malignant
melanoma induced of the cell line MEL-RCO08 by means of Biospeckle’s technique.
The study was performed on four prepared samples, which were placed in plastic
wells prepared for such purposes. The used samples were: RPMI-1640 Gel; RPMI-
1640 plus 10° cells of the cell line M EL — RC08, and the other two plastic wells
was added a concentration of 1 mg and 2 mg of Colcemid drug, respectively.
The samples were tested at the same time by analyzing the temporal evolution
of speckle patterns in each of them. For that, we designed an experiment, which
consisted of to illuminate the samples with an He-Ne laser and acquire a set of 96
images for 24 hours by using a high resolution camera. Next, a temporal difference
method for processing dynamic speckle patterns was implemented with the aim of
analyzing the biological activity. The obtained results show that exist a change in
the behavior of the biological activity of the samples depending on concentration of

the applied drug. The advantages and disadvantages of the method are discussed.

INTRODUCCION

Cuando un haz de luz coherente se refleja o
atraviesa un medio de indice de refracciéon no
uniforme se obtiene una distribucion estadistica
de la irradiancia luminosa conocida como patrén
de speckle [1]. Estos patrones han sido
ampliamente implementados en mediciones de
desplazamientos, deformaciones, etc. [2, 3]. Una
de las aplicaciones méas novedosas de los patrones
de speckle esta en el estudio de la evolucién de
los sistemas biolégicos, donde la técnica recibe
el nombre Biospeckle o speckle dindmico [4].
Algunos ejemplos de aplicaciones del Biospeckle
en sistemas biolégicos las encontramos en el
andlisis de especies botdanicas [5], en la evaluacién
de la motilidad del esperma congelado de bovino
[6], en el conteo de células en la sangre [7],
en el estudio de las células del endotelio en la
cérnea [8]. También estas técnicas han sido
aplicadas para medir la presencia de hongos en
especies de frijoles, tal como reportaron Braga y
col. [9]. En estudios patoldgicos esta técnica ha
sido también recurrida, ya que permite estudiar
las actividades bioldgicas en especies de lento

Keywords: Biospeckle, biological activity, temporal difference method.

crecimiento, tal como el Bacilo de Calmette-
Guérin, [10]. Otro trabajo publicado en dichos
estudios muestra una relacién entre el cambio del
indice de refraccién y la concentracion bacteriana
dado por Machado y col. [11], quienes lograron
medir la constante de tiempo del crecimiento
bacterial.

Existen  diferentes métodos para el
procesamiento de los patrones de speckle
dindmicos. Algunos construyen imagenes
auxiliares que representan la historia temporal
de los patrones de speckle (HTPS), [12-14].
Estos métodos de procesamiento recurren en
muchos casos al estudio de la textura de la
imagen auxiliar reconstruida. En esta direccién,
por ejemplo, Haralick y col. [15] propone el
uso de la matriz de coocurrencia para analizar
la textura de la imagen. Otras proposiciones
usan el histograma suma o diferencia de la
imagen [16], la transformada de wavelet [17], etc.
Recientemente, Marti y col., [18] propusieron
un procedimiento basado en el método de las
diferencias temporales entre patrones de speckle
dindmicos. La proposiciéon se basa en detectar
el cambio de la estructura del patrén de speckle
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mediante la diferencia entre patrones de speckle
separados en el tiempo.

En este trabajo se muestra un estudio de la
actividad bioldgica (AB) de un cultivo de tejido
biolégico mediante técnicas de Biospeckle. Al
cultivo le fue inducido la linea celular MEL-RC08
[19] de un melanoma metastédtico analizando
su respuesta ante la presencia de diferentes
concentraciones del medicamento Colcemid. El
procedimiento utilizado es el andlisis de la
AB mediante el método de las diferencias
temporales. La importancia de este trabajo
estd en las aplicaciones de la técnica propuesta
(Biospeckle) a los estudios patolégicos por ser no-
invasiva y que unida al procesamiento de senales,
permite utilizar diferentes formas de andlisis. A
lo anterior se anade que el no-contacto evita la
contaminacién de las muestra y de los operarios.

Para lograr nuestro objetivo, este articulo
esta dividido en seis secciones. En la segunda
seccion se establecen los principios bésicos del
trabajo. FEn las secciones 3 y 4 se explican
el procedimiento para obtener las muestras y
el arreglo experimental usado. La seccion 5
muestra los resultados obtenidos y los mismos se
discuten. Finalmente, en la seccién 6 se brindan
las conclusiones del trabajo.

TECNICA DE BIOSPECKLE

Para analizar el comportamiento de la AB en
el tiempo mediante las técnicas de Biospeckle,
primero es necesario realizar la captura de un
conjunto lo suficientemente grande de imagenes
a intervalos de tiempo regulares y durante
todo el estudio. Seguidamente, estas imagenes
se agrupan de manera consecutiva, una a
continuacién de la otra, tal como se representa
en la Fig. 1. Asi, calculando el médulo de la
diferencia entre dos imagenes consecutivas, por
ejemplo: en un tiempo t y t + 1 cualesquiera
se reflejard entonces el cambio de la AB en la
imagen. Este cdlculo se expresa por [18]:

I(i,j,t)=|I(i,5,t+1)—1(i,4¢t)| (1)

donde:  I(i,j,t + 1) e I(i,5,t) representan
los valores de irradiancia de los pixeles
de coordenadas (i,j) de las imdgenes

correspondientes a los instantes ¢ + 1 y ¢,
respectivamente.

Un conjunto de magnitudes pueden ser
definidas para medir la AB en un &rea
determinada de la muestra de tamano M x N.
Estas magnitudes son: 1.) actividad media en el
area, 2.) actividad acumulativa y 3.) correlacién
espacial de la actividad. Estas magnitudes
pueden ser calculadas como:

e actividad biolégica media:

1 M N
I'nedia (k;) = m Zzl(ivjv k)v (2)

i=1 j=1

e actividad acumulativas:

k
Tew (i, k) =Y 1 (i, 1), (3)

t=1

e correlacion espacial de la actividad:

M N
Leorr (i:j: k) = Z Z [I (ivja k+ Ak)

i=1 j=1
—Iedia (1,5, k + AK)] x [I (i, 5,k + Ak)
~Imedia (i, J, k + AK)] (4)

Estas magnitudes pueden servir en
aplicaciones especificas.  Por ejemplo, si se
desea determinar el comportamiento de la AB

t columnas

N
~N
2
=
N
imagen t+1 \
N )
imagen t
i
™
imagen 1

Fig. 1. Agrupacion de las imédgenes para ilustrar
el método de Biospeckle.
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media en una zona de la muestra se elige la
zona en cuestiéon de area de M X N y en la
misma podemos aplicar la Ec. (2). Una historia
acumulativa de la evolucién temporal de la AB
en la muestra puede realizarse mediante la Ec.
(3). Si deseamos correlacionar dos édreas de la
muestra se puede implementar mediante la Ec.
(4). Nosotros en este trabajo usamos la Ec. (1)
para correlacionar dos patrones de speckle y
detectar cambios de la AB. También usamos el
valor maximo de la AB en una regién; asi como
el calculo de la actividad media mediante la Ec.

2).

PREPARACION DE
MUESTRAS

Se estudié una muestra de la linea celular MEL-
RCO08, cultivadas “in-vitro”, de un melanoma
metastatico para observar su AB ante diferentes
concentraciones medicamentosas de Colcemid
[ref. 15212. Gibco, Invitrogen, Life Technologies
LTD, Paisley, UK]. Las células se reprodujeron
en un medio quimico de cultivo RPMI-1640
[(Rosell Park Memorial Institute) ref 42401
Gibco, Invitrogen, Life Technologies LTD,
Paisley, UK] con un pH entre 7-7.2 y bajo
condiciones ambientales de temperatura (37
°C) y humedad controladas. Este medio de
cultivo estd suplementado (MCS) con un 10%
de suero bovino fetal [ref. 10270. Gibco,
Invitrogen, Life Technologies LTD, Paisley,
UK], 1% de L-glutamina [ref 25030. Gibco,
Invitrogen, Life Technologies LTD, Paisley, UK]
y 1% de antibidticos para cultivo: penicilina
y estreptomicina [PenStrep ref 15070. Gibco,
Invitrogen, Life Technologies LTD, Paisley, UK].

Para el estudio, las muestras fueron colocadas
en cuatro placas (pocillos) estériles de pldstico
tratado para cultivo, donde en cada pocillo
se depositaron 1.5 ml de MCS. Ademas, en
tres de los pocillos les fueron sembradas, en su
centro, 105 células de melanoma metastatico
de la linea MFEL-RCO0S, agregandoles a dos de
ellos, en su centro, un volumen de Colcemid
de 0.1lmL (de 10pug/mL=1pg) y 0.2mL (de
10pg/mL=2pg), respectivamente.  Una vez
preparadas las muestras, las mismas fueron

Fig. 2. Muestra biolégica sin farmaco al inicio
del ensayo observada con un microscopio de
contraste de fase. Las estructuras circulares son
las células de melanoma la linea MEL-RCO08 en
el medio de cultivo.

estudiadas a las 48 horas momento en que las
células estaban en periodo de semiconfluencia.
En la Fig. 2 se muestra un area de la muestra al
inicio del ensayo y observada en un microscopio
de contraste de fase.

ARREGLO EXPERIMENTAL

En la Fig. 3 se muestra un diagrama en bloques
del arreglo 6ptico experimental para estudiar la
respuesta de la AB de las células de melanoma
al medicamento Colcemid. Como fuente de
iluminacién fue usado un laser de He-Ne, de la
firma Spectra physics, con una longitud de onda
de 633 nm y 25 mW de potencia. La luz del laser
es expandida usando un filtro espacial y luego
difundida por un vidrio esmerilado para iluminar
uniformemente la muestra. Seguidamente, la
iluminacién atraviesa las muestras de estudio
y pasa por un objetivo fotografico SIGMA de
aumento 0.76, distancia focal 50 mm y con un
F# 16, que fue elegido para tener un tamano
del grano de speckle de aproximadamente 28.5
pm, el cual permite satisfacer el teorema del
muestreo; o sea, que el tamano del speckle sea
por lo menos dos veces el periodo del pixel.
Finalmente, esta iluminacién es introducida en
una camara digital BASLER de alta resolucién
(1600 x 1200 pixeles) la cual funciona a una
velocidad de 14 fps y con un tamano de pixel
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Fig. 3. Diagrama en bloques del arreglo
experimental.

de 4.6 pm. Para el estudio fueron capturadas un
total de 96 imagenes en un tiempo de 24 horas.

Las imagenes capturadas (usando
la  herramienta adquisicibon de imagenes
del programa Matlab) fueron procesadas
primeramente llevando la resolucién a 1024 x
1024 pixeles. A continuacién, la imagen se
divide en 4 imagenes con igual resolucién de
512 x 512 pixeles para cada una de las muestras.
Seguidamente, se selecciond un area en el centro
de cada imagen con resolucién de 256 x 256
pixeles con el objetivo de observar en esta la AB
mediante variacion del patrén de correlacion de
speckle dado por la Ec. (1). Una vez detectada
las variaciones se obtiene dentro de esta zona
el valor de la actividad media mediante la Ec.
(2) y el pico maximo de la variacién en dicha
zona. Finalmente, filtramos las imagenes para
representar la zona de actividad biolégica. Este
procedimiento fue realizado a un total de 10
muestras de cada soluciéon utilizando para el
procesamiento el programa Matlab versién 10.0
para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 4 muestra el proceso de correlacion
implementado para obtener la informacién de
la AB mediante la técnica de Biospeckle.
En la Fig. 4a,b se observan los patrones de
speckle de las 4 muestras estudiadas, que fueron
capturados en los instantes consecutivos de

tiempo correspondientes a las 2.00 h y 5.30
h de comenzado el estudio, respectivamente.
Se pueden distinguir de manera delimitada
las zonas circulares de los 4 pocillos donde
fueron colocadas las muestras bajo estudio. En
la Fig. 4c se presenta la imagen resultante
correspondiente a la correlacion entre las
imédgenes anteriores obtenida usando la Ec. (1)
después de filtrar las imédgenes con un filtro de
la mediana [20]. Observe que en el pocillo de la
parte superior izquierda de la imagen no aparece
un patrén de correlacién, lo cual indica que no
existe AB en el mismo; o sea, la muestra en el
mismo se encuentra en estado estable, no sufre
variacion alguna. Este resultado se corresponde
con el medio de cultivo RPMI-1640 Gel que
sirvi6 como referencia en nuestro estudio [21].
Por otro lado, en los demés pocillos es visible
un patrén de speckle de correlacion, el cual se
debe a cambios en el patrén de speckle debido
a la AB detectada en los mismos. La operacién
de correlacién fue realizada con las 96 imagenes
capturadas de manera consecutiva.

Después de realizar el algoritmo de
correlacion, se aplicé un filtro de maéscara sobre
cada una de las imagenes de las diferencias
para eliminar el ruido de speckle fuera de los
pocillos. Seguidamente, dentro de cada pocillo
fue seleccionada un area cuadrada en su centro
donde se realiza el estudio. Esta &drea tiene
una resoluciéon de 256 x 256 pixeles y donde
se pudo apreciar que la actividad tenia picos
cada ciertos intervalos de tiempo. Por esta
razoén, se escogido en cada muestra el primer
incremento significativo de la AB y en éste
fueron analizados tres tiempos t1, to v t3, que
se corresponden a los valores de irradiancia
media donde comienza el incremento, en el pico
maximo y cuando disminuye a la estabilidad de
la irradiancia en dicha zona, respectivamente.
Lo anteriormente explicado se resume en las
graficas de la Fig. 5, donde en la primera fila se
muestran las graficas de la irradiancia media en
el area seleccionada para el pocillo que contiene
en su interior solamente el medio de cultivo
RPMI-1640. En la segunda fila, se muestran los
resultados obtenidos para el pocillo que contiene
al medio de cultivo y la linea MEL-RC08 del
melanoma metastético.
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Fig. 4. Imagenes del proceso de correlacion.

Las filas 3 y 4 se corresponden a los pocillos
que les fueron anadidos cantidades de 1 ug y 2
pg del medicamento Colcemid, respectivamente.
De las graficas de esta figura podemos sacar
conclusiones importantes:

Medio de cultivo

Medio de cultivo,
MEL-RCO08y 2 pe de Colcemid

Medio de cultivo,
MEL-RCO8 y 1ug de Colcemid

i
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Medio de cultivo,
MEL-RCO8 y 2 ug de Colcemid

Medio de cuitive Medio de cultivo,
¥ MEL-RC08 MEL-RC08 y 1pg de Colcemid

El medio de cultivo es estable, ya que
las imagenes obtenidas no se diferencian
apreciablemente entre si en ningiin instante
de tiempo (7 = 2.5 h, to = 45 h y
ts = 85 h). Las pequenas variaciones
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de irradiancia luminosa que aparecen son
debidas a inestabilidades de la fuente laser
y movimientos inducidos.

2. Existen variaciones apreciables en el valor
de la irradiancia luminosa de las iméagenes
correspondientes a los pocillos restantes.
Por ejemplo, para el pocillo que contiene
al medio de cultivo y la linea MEL-RC08
del melanoma metastéatico, el valor de la
irradiancia media fue superior comparado
con los restantes pocillos, teniendo este un
pico de irradiancia de 1.2 u.a. (unidades
arbitrarias). Para el pocillo con 1 ug de
Colcemid, fila 3 de la grafica, el pico de
irradiancia es de 1.0 u.a; mientras que
cuando se anadié 2 ug de Colcemid, el pico
fue de 0.35 u.a. Estos resultados indican
que a mayor cantidad de medicamento la
AB disminuye, lo cual es l6gico debido a la
funcién de este medicamento de inhibir
la actividad biolégica [22].  Debemos
senialar que al aumentar la concentracién
del medicamento se incrementa el
esparcimiento de la luz, lo cual hace
disminuir la irradiancia. Sin embargo, si se
analiza la amplitud en la variacion del pico
de irradiancia, ésta es de menor amplitud
en la muestra de mayor concentracién
cuando se compara con los picos de las
restantes muestras.

3. El primer pico de la AB en las muestras
comienza a ocurrir en diferentes instantes
de tiempo. Por ejemplo, para la muestra
con medio de cultivo y la linea MEL-RC08
del melanoma metastatico, comienza en el
instante ¢ = 2.5 h, para la muestra con 1
ug de Colcemid en ¢; = 3.75 h; mientras
que para la muestra con 2 ug de Colcemid
empieza en t; = 4.75 h. De este resultado
podemos deducir que el incremento en la
concentraciéon de medicamento retarda el
comienzo de la actividad bioldgica.

4. Elradio de la regién de AB en las imédgenes
disminuye a medida que se incrementa
la concentracién de medicamento. Si
observamos todas las filas para un mismo
instante de tiempo, por ejemplo {1,
podemos detectar que el ancho de la
zona de AB es mayor en la fila 2,
la cual se corresponde al pocillo sin
medicamento. Esto significa que la
velocidad de reproduccién es mayor en
dicho pocillo que en los restantes, o sea,
que el medicamento en los demaés pocillos
inhibe la reproduccion celular.

Por todo lo anterior podemos plantear que
las técnicas de Biospeckle permiten analizar el
comportamiento de la actividad biolégica en
muestras de tejidos biolégicos con un melanoma
inducido de la linea MEL-RCO0S. Los resultados
obtenidos indican que la AB se ve disminuida
bajo la presencia del medicamento Colcemid.

Un anédlisis de la desviacién estdandar, o,
para las 10 mediciones de la irradiancia pico
por muestra fue realizado mediante el método
de teorfa de error [23]. El valor obtenido fue
de ¢ =~ 0.137 u.a. Este valor de corrobora
la veracidad del método implementado. Los
errores cometidos al implementar el método
propuesto se deben a varios factores. En
primer lugar, a las condiciones ambientales
que pueden acelerar o retardar la AB de
las muestras. Para resolver esto, tanto los
procesos de crecimiento como el estudio de las
muestras se desarrollaron en un ambiente con
control de temperatura y humedad relativa.
Un segundo factor es el tiempo de realizacion
del estudio; sin embargo, con los tiempos
manejados experimentalmente se garantizé que
este estudio fuese desarrollado en su totalidad
en el periodo de semiconfluencia. Otras fuentes
de error presentes menos trascendentes fueron:
estabilidad del laser, vibraciones mecanicas,
procesos de aproximacién en los calculos.
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Fig. 5. Imégenes de la correlacién espacial durante el primer pico de variaciéon de la actividad bioldgica
obtenidas en los instantes de tiempos t1, to y t3 en un area de 256 x 256 pixeles del centro de cada

pocillo.

CONCLUSIONES

Se demostré6 que el método de Biospeckle
permite caracterizar a la AB celular midiendo
el comportamiento temporal de los cuadros de
speckle en muestras bioldgicas. Los resultados
obtenidos permitieron corroborar que la AB
en células de un melanoma metastatico de la
linea MEL-RCO08 puede dilatarse cuando se le
anade a la muestra el medicamento Colcemid.
El método es viable para el estudio de analisis
clinicos, ya que al ser una técnica no-invasiva y
de no-contacto presenta una alta seguridad y no
contamina a la muestra. Por otro lado, el uso
de técnicas de procesamiento de senales permite
implementar diferentes formas de procesamiento
para el andlisis de los resultados.
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