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DIRIGIDA BAJO OBSERVACION IN SITU Y GRABACION EN VIDEO
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En algunos procesos celulares implicados en el desarrollo neuronal como por ejemplo la
diferenciacion o el crecimiento axonal, resulta indicado poder intervenir el cultivo con estimulos
localizados espacial y temporalmente. Para ello se hace sumamente ventajosa la posibilidad de monitoreo
constante, que en nuestro caso nos permitird experimentar sobre la manipulacién del direccionamiento
axonal, con el objetivo de estudiar circuitos neuronales pre-disefiados.

En nuestro laboratorio hemos disefiado y desarrollado un sef-up para la observaciéon bajo
microscopio y registro, mediante grabacién de imagenes, de cultivos celulares, consistente en una cimara
de cultivo auténoma, un sistema de foto-liberacion de biomoléculas cage-compounds con luz laser y un
equipo de grabacion de video por computadora acoplado a un microscopio invertido.

Esta camara de cultivo utiliza la base de placas de Petri standard de 3,5 cm y una tapa de
policarbonato con diferentes accesorios de acuerdo al experimento a realizar. Esto permite observar las
células en cualquier etapa de su evolucién: attacheado, crecimiento, diferenciacion, senescencia, etc. La
camara es termostatizada inserta en un aplique de aluminio y posee control de atmdsfera por inyeccién
regulada de carbogeno.

El sistema desarrollado es capaz de mantener cultivos celulares de baja densidad (5.000 cél/ml)
sin recambio de medio durante 6-7 dias; y cultivos de alta densidad (confluencia) por 48-72 hs. El disefio
alcanzado permite el recambio de medio de cultivo por perfusién continua (etapa en desarrollo). Las
lineas celulares que fueron utilizadas son COS1, COS7, SHSY5Y, HC11, NIH3T3 y PC12.



