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Disclaimer
DISCLAIMER - FOR INFORMATIONAL PURPOSES ONLY; USE AT YOUR OWN RISK

The protocol content here is for informational purposes only and does not constitute legal, medical, clinical,
or safety advice, or otherwise; content added to protocols.io is not peer reviewed and may not have
undergone a formal approval of any kind. Information presented in this protocol should not substitute for
independent professional judgment, advice, diagnosis, or treatment. Any action you take or refrain from
taking using or relying upon the information presented here is strictly at your own risk. You agree that
neither the Company nor any of the authors, contributors, administrators, or anyone else associated with
protocols.io, can be held responsible for your use of the information contained in or linked to this protocol
or any of our Sites/Apps and Services.

Abstract

Protocolo do ensaio de degradacao de gelatina fluorescente, método de estudo da invasao celular que permite a
avaliacao da atividade gelatinase in vitro por analise de microscopia epifluorescente. Adaptado de Pachane et al
(2022) para placas de 96 pocos.

Fluorescent gelatin degradation protocol, a method for studying cell invasion by detecting gelatinase activity in
vitro upon epifluorescence microscopy analysis. Adapted from Pachane et al (2022) (PMID: 36293503)

Guidelines

Descongelar a gelatina a 37 °C, protegida da luz. Todo o trabalho no fluxo deve ser realizado com a luz da capela
apagada (luz ambiente pode estar acesa). Uma vez que o ensaio for finalizado, selar a placa com Parafiim M e
deixa-la na geladeira (4 °C) embalada em papel aluminio até a analise.
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Materials
Consumiveis
1. Placa de 96 pocos preta com fundo chato transparente estéril -

Corning® 96-well Flat Clear Bottom Black Polystyrene TC-treated Microplates, Individually
Wrapped Corning Catalog #3603

2. Pipetas e tubos estéreis

Solucoes:
1. Gelatina conjugada com fluoresceina -

&3 Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate Thermo Fisher Catalog #G13187

. PBS estéril (autoclavado e/ou filtrado)
. Meio de cultivo sem soro
. Meio de cultivo com soro

. Trypan blue - 8} Trypan Blue solution 0.4% Merck MilliporeSigma (Sigma-Aldrich) Catalog #T8154- 100 ml
. PFA (paraformaldeido [m14 % (w/v) em H20 deionizada , (g1 7.6 ) - filtrar e manter estéril

. Triton X-100 ( M1 0.1 % (v/v) em H20 deionizada ) - nao filtrar

0 N O O b WwN

. Faloidina + DAPI ( & 1uL &3 Phalloidin-iFluor 647 Reagent Abcam Catalog #ab176759 + & 0.76 uL
&3 4,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) Thermo Fisher Scientific Catalog #D1306 em
& 5mLPBS )

Equipamentos

1. Capela de fluxo laminar
2. Incubadora para células
3. Contador de células

Equipment

new equipment NAME
Bio-Rad BRAND
1450011 SKU

Cell Counting Slides for TC10™/TC20™ Cell Counter, Dual-Chamber>"ECIFICATIONS

4. Microscopio de Epifluorescéncia
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Equipment

ImageXpress Micro XLS+ NAME
HTS epifluorescence microscope TYPE
Molecular Devices BRAND
500496 SKU

Protocol materials
&R Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate Thermo Fisher Catalog #G13187
&3 Trypan Blue solution 0.4% Merck MilliporeSigma (Sigma-Aldrich) Catalog #T78154- 100 ml

Corning® 96-well Flat Clear Bottom Black Polystyrene TC-treated Microplates, Individually
Wrapped Corning Catalog #3603

&3 Phalloidin-iFluor 647 Reagent Abcam Catalog #ab176759
&R 4,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) Thermo Fisher Scientific Catalog #D1306

&

Parafilm&trade; M Laboratory Wrapping Film, 4 in. W x 125 ft. L; (10cm x 38m) Thermo
Fisher Catalog #1337410

Safety warnings

©® Trabalhar sob condigoes estéreis em ambiente sem iluminacao direta para proteger a fluorescéncia da
gelatina.

Ethics statement

n/a
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Before start

Sob condigdes estéreis, solubilizar a gelatina fluorescentea § 37 °C com PBS morno, conforme o datasheet,
para uma solucao estoque de [M15 mg/mL . Aliquotar e manter os estoques congeladosa § -20 °C .
Descongelar o estoque a § 37 °C por Q:) 00:30:00 antes do uso. Para solucao de uso, diluir a solucao

estoque para [M10.2 mg/mL com PBS morno, misturar bem e mantera § 37 °C até o uso.

protocols.io | https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.8epvSrmz6glb/vi August 13, 2024 5/19



https://www.protocols.io/
https://www.protocols.io/
https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.8epv5rmz6g1b/v1

€3} protocols.io Partof SPRINGERNATURE

Preparacao da Placa Recoberta com Gelatina Fluorescente

1 Descongelar estoque de Gelatina Fluorescente a [M15 mg/mL ou solugao de uso a
M1 0.2 mg/mL por &) 00:30:00 a § 37°C (estufa ou banho-maria).
&3 Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate Thermo Fisher Catalog #G13187

11 Preparar a solucao de uso com PBS morno e mante-laa § 37 °C até o uso.

2 Dentro do fluxo, sob condicdes estéreis, abrir uma nova placa preta de 96 pocos e
nomear os grupos conforme o mapa experimental, que devera conter pelo menos:

1. Controle negativo - células em meio sem soro, sem tratamento
2. Controle positivo - células em meio com soro, sem tratamento
3. Tratamento

OBS: planejar ensaio para conter trés replicatas técnicas pelo menos.

Corning® 96-well Flat Clear Bottom Black Polystyrene TC-treated Microplates,
Individually Wrapped Corning Catalog #3603

3 Aplicar & 70 yL da solugao de uso de gelatina fluorescente ( [M1 0.2 mg/mL )

diretamente no fundo de cada poco, com as pipetas a 90° em relacao ao fundo da placa.

Evitar a formacao de bolhas ao dispensar o liquido.

4 Incubar a placa por Q) 00:30:00 emestufaa § 37°C , protegido da luz, para

polimerizacao da gelatina.

5 Remover o excesso de coating da placa por pipetagem ou aspiracao (evitar tocar no
fundo do poc¢o).

6 Pré-condicionar a placacom 4 200 yL do meio de plagueamento adequado por

®) 00:30:00 emestufaa § 37°C

1. Controle negativo: meio sem soro
2. Controle positivo: meio com soro
3. Tratamento: meio sem soro
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Preparacéo e Plaqueamento do Ensaio

7 Repicar as células como de costume. Ressuspender células em meio sem soro para
contagem automatizada com trypan blue.

o Trypan Blue solution 0.4% Merck MilliporeSigma (Sigma-
Aldrich) Catalog #T8154- 100 ml

Equipment

new equipment NAME
Bio-Rad BRAND
1450011 SKU

Cell Counting Slides for TC10™/TC20™ Cell Counter, Dual-Chamber>ECIFICATIONS

8 Remover o meio de pré-condicionamento da placa por pipetagem ou aspiragao (evitar /
tocar no fundo do poco).

9 Adicionar meio de plaqueamento + suspensao de células + tratamento para um volume /
totalde 4 200 uL . Efetuar o plagueamento individualizado por pogo.

9.1 Densidades sugeridas: °
MDA-MB-231: 5x103 células/poco (= 1x10° células/ml)
HUVEC: 5x103 células/poco (= 1x10° células/ml)
HDFa: 2x10°3 células/poco (= 1x10% células/ml)
THP-1: 5x103 células/poco (= 1x10° células/ml)
MCF7: 5x10°3 células/poco (= 1x10° células/ml)

10 Incubar aplacaemestufaa § 37°C ,5% CO,, por &) 16:00:00 a ) 48:00:00 . 2d 16h
HECY
Fixacao e Marcacao das Células 10m
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11

12

13

14

15

16

17

18

Ao final da incubacao, remover o meio condicionado da placa. O meio pode ser
descartado ou coletado para avaliagao de gelatinases por zimografia.

Fixagao: Adicionar gentilmente 4 100 uL PFA 4% em cada pogo e incubar em

§ Room temperature (RT) por &) 00:10:00

Lavar os pogos gentilmente com & 100 uL PBS . Descartar o sobrenadante. Repetir a

lavagem.

Permeabilizacao: Adicionar gentilmente & 100 pL 0.1% Triton X-100 por pogo e

incubarem § Room temperature (RT) por exatamente Q')oo:os:oo

Lavar os pogos gentilmente com & 100 uL PBS . Descartar o sobrenadante. Repetir a

lavagem.

Marcagéao: adicionar & 70 pL Faloidina + DAPI por () 00:20:00 em
§ Room temperature (RT) , protegido da luz.
&3 Phalloidin-iFluor 647 Reagent Abcam Catalog #ab176759

4,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) Thermo Fisher
Scientific Catalog #D1306

Lavar os pogos gentilmente com & 100 uL PBS . Descartar o sobrenadante. Repetir a

lavagem.

Manter as amostras em & 200 uL PBS . Selar a placa com Parafilm M e embalar com

papel aluminio.

%3 Parafilm&trade; M Laboratory Wrapping Film, 4 in. W x 125 ft. L; (10cm x
38m) Thermo Fisher Catalog #1337410

Imageamento por microscopia de epifluorescéncia

19
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20

21

22

23

24

25

Equipment

ImageXpress Micro XLS+ NAME
HTS epifluorescence microscope TYPE
Molecular Devices BRAND
500496 SKU

No software MetaXpress, utilizar o template para placa Corning 3603. Serao utilizados
os filtros DAPI (nucleo), FITC (gelatina) e Cy5 (faloidina 647).

Ajustar a intensidade do laser, iniciando a partir de 10 ms e aumentando gradativamente

Lembrete: intensidades muito altas podem queimar a amostra e a fluorescéncia é
perdida mais facilmente.

Verificar a dispersao das células no poco com a lente de 4X. Nao é necessario adquirir
essa etapa.

Ajustar o foco para aquisicao das imagens em lentes de 20X e 40X. Selecionar pelo
menos 9 sitios por poco.

ApOs a aquisicao, exportar os dados brutos para um HD ou pen drive formatado:

1. Anotar o mapa e nome da placa, junto de seu codigo no MetaXpress.

2. Screening > Plate Data Utilities > Export Images > selecionar a placa desejada >
Select

3. Selecionar o drive externo > OK

Desligar o sistema e guardar a placa pés-analise embalada em papel aluminio a
§ 4 °C (geladeira)

Processamento de imagens - Degradacao da Gelatina

26

Abrir o software FIJI
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Software

ImageJ/Fiji NAME

Windows 7 oS
DEVELOPER

National Institutes of Health

http://wsr.imagej.net/distros/win/ij152-win-java8.zipREPOSITORY

https://imagej.nih.goV/ij/ SOURCE LINK
27 Arrastar o arquivo bruto em formato .HTD para o FIJI. Elas devem ser importadas através L
do BioFormats conforme a imagem abaixo:
27.1 m
[ ] ] Bio-Formats iﬁport 0pt|on5
Stack viewing Metadata viewing Information
View stack with: Hyperstack R4 Display metadata Color mode - Visualizes channels

according to the specified scheme.

Stack order: Display OME-XML metadata |
Display ROls Possible choices are:
ROIs Import Mode: @ Default - Display channels as
closely as possible to how they
Dataset organization Memory management are stored in the file.

Group files with similar names
Open files individually

Swap dimensions

Open all series

Concatenate series when compatible

Stitch tiles
Color options
Color mode: Default R4

Autoscale

Use virtual stack
Specify range for each series

Crop on import

Split into separate windows

Split channels
Split focal planes

Split timepoints

# Composite - Open as a merged
composite image. Channels are
colorized according to metadata
present in the dataset (if any), or in
the following default order: 1=red,
2=green, 3=blue, 4=gray, 5=cyan,
B=magenta, 7=yellow.

# Colorized - Open with each
channel in a separate plane,
colorized according to metadata
present in the dataset (if any), or in
the default order (see Composite |
above).

# Grayscale - Open with each

rhannal in a sanarate nlana

Cancel OK

Todas as imagens da placa adquirida irdo ser importados de uma Unica vez. Caso a placa
seja muito pesada, vocé pode selecionar sitio por sitio, realizando uma importacao a

cada vez.

28 A escala das imagens ja devera estar ajustada. Caso contrario, efetuar o ajuste da

escala das imagens:
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29

30

31

32

33

Menu Analyze > Set scale >

Para 4x: 500 px = 800 um
Para 10x: 600 px = 400 pm
Para 20x: 600 px = 200 pm
Para 40x: 600 px = 100 um
Para 60x: 480 px = 50 um

> « Global > OK

Ajustar as medidas do sistema:
Menu Analyze > Set Measurements > v Area > v Standard Deviation > v Shape
Descriptor > v Mean grey value > v Perimeter > v Display label > OK

As imagens virao agrupadas em stacks contendo todos os filtros de um sitio, em formato
16-bit (escala de cinza).

Para agrupar todos os sitios em um unico arquivo:
Menu Image > Stacks > Tools > Concatenate >
Na aba Concatenator > v All open windows > Renomear > OK

Para selecionar o filtro FITC:

Menu Image > Colors > Split channels

Minimizar os stacks referentes ao DAPI (C1) e ao Cy5 (C3). Manter apenas o stack do
FITC (C2).

Para transformar a imagem 16-bit em binaria:

Menu Image > Adjust > Threshold >

Na aba Threshold > v Don't reset range > Ajustar a mascara para conter apenas os
pontos de degradacao > Apply

Na aba Convert Stack to Binary > v Black background (of binary masks) > v Create new
stack > OK

Para medir a area de degradacao:

Menu Analyze > Analyze Particles

Na aba Analyze Particles > Size (micron”2) = 5-Infinity > v Summarize > OK
Na aba Process stack? > Process all images? > Yes

A tabela contendo o resumo de cada imagem do stack sera criada pelo sistema e pode
ser salva como arquivo de texto .csv.

Menu File > Save as > Selecionar a pasta > Save
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A area total sera mostrada em umz. Os arquivos de texto podem ser compilados no Excel
para organizacao dos dados e analise estatistica.

I Processamento de Imagens: Contagem de Células

34 Abrir o software FIJI L
Software
ImageJ/Fiji NAME
Windows 7 oS
National Institutes of Health DEVELOPER
http://Wsr.imagej.net/distros/win/ij152—Win—java8.zipREPOSITORY
https://imagej.nih.gov/ij/ SOURCE LINK
35 Arrastar o arquivo bruto em formato .HTD para o FIJI. Elas devem ser importadas através L)
do BioFormats conforme a imagem abaixo:
35.1 L)
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36

37

38

39

®ece@

Stack viewing
View stack with: Hyperstack w
Stack order: XYCZT

Dataset organization
Group files with similar names
Open files individually
Swap dimensions
Open all series

Concatenate series when compatible

Bio-Formats Import Options

Metadata viewing
Display metadata
Display OME-XML metadata
Display ROls

ROIls Import Mode: = ROl manager

Memory management

Use virtual stack
Specify range for each series
Crop on import

Split into separate windows

Stitch tiles Split channels
Color options Split focal planes
Color mode: Default Split timepaints
[/| Autoscale

Information

Color mode - Visualizes channels
according to the specified scheme.

Possible choices are:

a Default - Display channels as
closely as possible to how they
are stored in the file.

@ Composite - Open as a merged
composite image. Channels are
colorized according to metadata
present in the dataset (if any), or in
the following default order: 1=red,
2=green, 3=blue, 4=gray, S5=cyan,
B=magenta, 7=yellow.

@ Colorized - Open with each
channel in a separate plane,
colorized according to metadata
present in the dataset (if any), or in
the default order (see Composite
above).

a Grayscale - Open with each

channal in a csanarate nlana

Cancel OK

Todas as imagens da placa adquirida irdo ser importados de uma unica vez. Caso a placa
seja muito pesada, vocé pode selecionar sitio por sitio, realizando uma importacéao a

cada vez.

As imagens virdo agrupadas em stacks contendo todos os filtros de um sitio, em formato

16-bit (escala de cinza).

Para agrupar todos os sitios em um unico arquivo:

Menu Image > Stacks > Tools > Concatenate >

Na aba Concatenator > v All open windows > Renomear > OK

Para selecionar o filtro DAPI:
Menu Image > Colors > Split channels

Minimizar os stacks referentes ao FITC (C2) e ao Cy5 (C3). Manter apenas o stack do

DAPI (C1).

Para transformar a imagem 16-bit em binaria:
Menu Image > Adjust > Threshold >

Na aba Threshold > v Don't reset range > Ajustar a mascara para conter os nucleos >

Apply

Na aba Convert Stack to Binary > v Black background (of binary masks) > v Create new

stack > OK

Para contagem das células:
Menu Analyze > Analyze Particles

Na aba Analyze Particles > Size (micron”2) = 10-Infinity > v Summarize > OK

Na aba Process stack? > Process all images? >

Yes
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A tabela contendo o resumo de cada imagem do stack sera criada pelo sistema e pode
ser salva como arquivo de texto .csv.

Menu File > Save as > Selecionar a pasta > Save

O numero de nucleos estara na coluna Count. Os arquivos de texto podem ser
compilados no Excel para organizacao dos dados e analise estatistica.

Processamento de Imagens: Morfologia Celular

40  Abrir o software FIJI L
Software
ImageJ/Fiji NAME
Windows 7 S
National Institutes of Health DEVELOPER
http://wsr.imagej.net/distros/win/iﬂ52—Win—java8.zipREPOSITORY
https://imagej.nih.goV/ij/ SOURCE LINK
41  Arrastar o arquivo bruto em formato .HTD para o FIJI. Elas devem ser importadas através L
do BioFormats conforme a imagem abaixo:
41.1 =
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42

43

44
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Stack viewing
View stack with: Hyperstack w
Stack order: XYGZT

Dataset organization
Group files with similar names
Open files individually

Swap dimensions

Bio-Formats Import Options

Metadata viewing
Display metadata
Display OME-XML metadata
Display ROls

ROIls Import Mode: ROl ma

Memory management
Use virtual stack

Specify range for each series
Crop on import

Information

Color mode - Visualizes channels
according to the specified scheme.

Possible choices are:

a Default - Display channels as
closely as possible to how they
are stored in the file.

@ Composite - Open as a merged
composite image. Channels are
colorized according to metadata
present in the dataset (if any), or in
the following default order: 1=red,

Open all series 2=green, 3=blue, 4=gray, S5=cyan,
B=magenta, 7=yellow.
@ Colorized - Open with each

channel in a separate plane,

Concatenate series when compatible  Split into separate windows

Stitch tiles Split channels colorized according to metadata
Coker-ciitins Split focal pl present in the dataset {if any), or in
the default order (see Composite |
Color mode: Default Split timepaints above).
a Grayscale - Open with each
|| Autoscale P

channal in a csanarate nlana

Cancel OK

Todas as imagens da placa adquirida irdo ser importados de uma unica vez. Caso a placa

seja muito pesada, vocé pode selecionar sitio por sitio, realizando uma importacéao a
cada vez.

A escala das imagens ja devera estar ajustada. Caso contrario, efetuar o ajuste da L A
escala das imagens:

Menu Analyze > Set scale >

Para 4x: 500 px = 800 um
Para 10x: 600 px = 400 pm
Para 20x: 600 px = 200 pm
Para 40x: 600 px = 100 um
Para 60x: 480 px = 50 um

> « Global > OK

Ajustar as medidas do sistema: L)
Menu Analyze > Set Measurements > v Area > v Standard Deviation > v Shape
Descriptor > v Mean grey value > v Perimeter > v Display label > OK

As imagens virdo agrupadas em stacks contendo todos os filtros de um sitio, em formato L)

16-bit (escala de cinza).

Para agrupar todos os sitios em um unico arquivo:
Menu Image > Stacks > Tools > Concatenate >
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Na aba Concatenator > ¥ All open windows > Renomear > OK

45  Para selecionar o filtro Cy5: A
Menu Image > Colors > Split channels
Minimizar os stacks referentes ao DAPI (C1) e ao FITC (C2). Manter apenas o stack do
Cy5 (C).

Para duplicar o filtro Cy5:
Menu Image > Duplicate
Na aba Duplicate > v Duplicate Stack > OK

46  Paratransformar aimagem 16-bit em binaria: L
Menu Image > Adjust > Threshold >
Na aba Threshold > v Don't reset range > Ajustar a mascara para conter apenas o
citoplasma das células > Apply
Na aba Convert Stack to Binary > v Black background (of binary masks) > v Create new
stack > OK

47  Para separar células manualmente: L
Selecionar a ferramenta conta-gotas
Clicar com o botdo direito do mouse > selecionar White/black

Selecionar a ferramenta lapis
Clicar duas vezes no icone para abrir o editor de espessura >
Na aba Pencil tool > Pencil width (pixels) = 3 > OK

Utilizando a imagem duplicada como guia, separar as células da imagem binaria
manualmente com a ferramenta lapis.

48  Para medir as células: L
Menu Analyze > Analyze Particles
Na aba Analyze Particles > Size (micron”2) = 10-Infinity > v Summarize > v Display
results > OK
Na aba Process stack? > Process all images? > Yes

Duas tabelas contendo o resumo de cada imagem do stack e os resultados de cada
célula serao criados pelo sistema e podem ser salvos como arquivo de texto .csv.

Menu File > Save as > Selecionar a pasta > Save

A area das células estara disposta em um2 e a circularidade celular estara disposto em
indice (0 mais alongado > 1 mais circular). Os arquivos de texto podem ser compilados
no Excel para organizacao dos dados e analise estatistica.
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Processamento de Imagens: Imagens Representativas

49  Abrir o software FIJI L
Software
ImageJ/Fiji NAME
Windows 7 S
National Institutes of Health DEVELOPER
http://wsr.imagej.net/distros/win/ij152—win—J'sglvaS.zipREPOS‘ITORY
https://imagej.nih.goV/ij/ SOURCE LINK

50 Arrastar o arquivo bruto em formato .HTD para o FIJI. Elas devem ser importadas através L

do BioFormats conforme a imagem abaixo:

® ® Bio-Formats Import Options
Stack viewing Metadata viewing Information
View stack with: Hyperstack W Display metadata Color mode - Visualizes channels
ding to the ified scheme. !
Stack order: XYCZT Display OME-XML metadata T |
Display ROls Possible choices are:
ROIs import Mode: = ROI manager @ Default - Display channels as
closely as possible to how they
Dataset organization Memory management are stored in the file.
) s @ Composite - Open as a merged
Group files with similar names Use virtual stack composite image. Channels are
Open files individually Specify range for each series colorized according to metadata
. . . present in the dataset (if any), or in
Swap dimensions Crop on import the following default order: 1=red,
Open all series 2=green, 3=blue, 4=gray, 5=cyan,

B=magenta, 7=yellow.
@ Colorized - Open with each
channel in a separate plane,

Concatenate series when compatible  Split into separate windows

Stitch tiles Split channels colorized according to metadata
Col i jit focal pl present in the dataset (if any), or in
areptons Spitfocal the default order (see Composite |
Color mode: Default Split timepoints above).
F . @ Grayscale - Open with each

rhannal in a canarate nlana

Cancel OK

Todas as imagens da placa adquirida irdo ser importados de uma Unica vez. Caso a placa

seja muito pesada, vocé pode selecionar sitio por sitio, realizando uma importacao a
cada vez.
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51 A escala das imagens ja devera estar ajustada. Caso contrario, efetuar o ajuste da L
escala das imagens:

Menu Analyze > Set scale >

Para 4x: 500 px = 800 um
Para 10x: 600 px = 400 pum
Para 20x: 600 px = 200 pm
Para 40x: 600 px = 100 um
Para 60x: 480 px = 50 um

> + Global > OK

52  Para separar os filtros: L)
Menu Image > Colors > Split channels
Teremos DAPI = C1, FITC = C2 e Cy5 =C3

Para colorir as imagens:
Selecionar o filtro desejado
Menu Image > Lookup tables > Selecionar a cor desejada

Para selecionar uma regiao na imagem:

Com a ferramenta retangulo, selecionar um quadrado (dica: verificar o valor das arestas
na barra do FIJI).

Menu Image > Duplicate

Na aba Duplicate > v Duplicate Stack > OK

Para levar essa selec¢ao a outra imagem, mantendo seu tamanho e coordenada:
Menu Edit > Selection > Restore Selection

Menu Image > Duplicate

Na aba Duplicate > v Duplicate Stack > OK

Para criar uma imagem multicolorida (OBS: Imagens precisam ter mesmo tamanho e
profundidade):

Menu Image > Colors > Merge channels

Na aba Merge channels > Incluir as imagens nos filtros > ¥ Create composite > v Keep
source images > OK

Para adicionar uma barra de escala:

Menu Analyze > Tools > Scale Bar

Aba Scale Bar > Selecionar tamanho da barra (Width) e espessura (Thickness in pixels)
> Ajustar tamanho do texto e/ou retirar o texto da barra > OK
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Para salvar as imagens:
Menu File > Save as > PNG... > Selecionar a pasta de destino > OK
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