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Método para la regeneracion de neuritas a partir de neu-
ronas adultas y envejecidas del ganglio espiral.

La presente invencion se refiere a un método para la rege-
neracion de neuritas a partir de neuronas adultas y enve-
jecidas del ganglio espiral que incluye tanto una disocia-
cibn mecanica como una enzimatica con tripsina a 37°C,
la adhesion de los explantes a superficies cargadas posi-
tivamente y un medio de cultivo acondicionado que incor-
pora suero de caballo, L-glutamina, los suplementos B27
y N2 simultdneamente y el factor de crecimiento GAP-43.
La invencién se puede aplicar en medicina regenerativa
para solucionar problemas relacionados con hipoacusias
y diferentes sorderas neurosensoriales incluida la pres-
biacusia.
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DESCRIPCION

Meétodo para la regeneracidn de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas del ganglio espiral.
Objeto de la invencion

La presente invencidn segun se expresa en el enunciado de esta memoria descriptiva, se refiere a un método espe-
cifico para regenerar neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas del ganglio espiral en condiciones in vitro.

Esta invencién se encuadra dentro del campo de la biomedicina y, mas concretamente, dentro de la medicina
regenerativa del sistema auditivo.

Estado de la técnica
Alteraciones en el receptor auditivo

La presbiacusia se define como la pérdida de audicidn progresiva y bilateral, generalmente simétrica, relacionada
directamente con el envejecimiento del sistema auditivo.

La pérdida progresiva de la audicién no es una alteracién unica, existen al menos cuatro tipos diferentes de pres-
biacusia:

a. presbiacusia sensorial: atrofia y degeneracion de las células ciliadas.

b. presbiacusia neurosensorial: degeneracion de las neuronas del ganglio espiral. Afectacion de la inteligibi-
lidad del lenguaje.

c. presbiacusia metabdlica: alteracion de la secreciéon y composicion de la endolinfa. Pérdida global de audi-
cion.

d. presbiacusia mecédnica o de conduccién: alteracion de los sistemas mecdnicos de transduccién de la onda
sonora.

La presbiacusia neurosensorial en el ser humano conlleva no sélo una incapacidad de compresién e interpreta-
cion de los sonidos agudos sino también una importante alteracion en la percepcién e interpretacion de los sonidos
de frecuencias medias para la discriminacién del habla, teniendo en cuenta que en individuos normooyentes el drea
de conversacion se encuentra en las frecuencias medias (alrededor de 60 decibelios). Esta pérdida de audicion esta
estrechamente relacionada con el procesado, interpretacion y transmision del lenguaje, interactuando de forma impre-
decible, con alteraciones de personalidad, de motivacidon, de inhabilidades concretas, de aislamiento social y por tanto
generando condicionantes desfavorables a nivel social y familiar.

Desde el punto de vista epidemioldgico la presbiacusia es la segunda patologia del anciano con mayor prevalen-
cia, después de la artritis. Las afecciones del oido ocupan el tercer lugar en frecuencia, mientras que las afecciones
relacionadas con la visién se sitdan en novena posicion. Las estadisticas sobre la poblacién con problemas auditivos
en general no son nunca reales y siempre tienden a ser porcentajes muy inferiores, ya que en general las personas con
deficiencias auditivas son reticentes a admitir que tiene este tipo de dificultad. Estudios realizados en 1994 sobre las
situaciones crénicas de la vejez en USA pusieron de manifiesto que 4 de cada 5 individuos presentaban una audicién
deficiente. El envejecimiento de la poblacién espafiola es muy rdpido, en estos ultimos treinta afios, se ha duplicado
el nimero de personas mayores, representando este grupo social el 16,8% del total de la poblacién nacional. En con-
secuencia, la presbiacusia en la sociedad espafiola empieza a ser una de las causas mas frecuentes en la consulta de
Otorrinolaringologia.

La presbiacusia se incluye dentro del amplio grupo de patologias de tipo degenerativo que se originan durante el
envejecimiento natural o fisioldgico del organismo. Una de las causas principales de la presbiacusia es la pérdida de
las neuronas del ganglio espiral. Las razones por las que estas neuronas degeneran con la edad son atin desconocidas.

El sistema sensorial para la recepcién e interpretacion del sonido estd subdividido en dos partes: la céclea y la via
auditiva. La onda sonora captada por el oido externo y transportada al oido medio alcanza la céclea, donde esta onda
sonora, a través del sistema sensorial, transforma la onda sonora en un mensaje neurosensorial. Este mensaje neuro-
sensorial, conducido a través de la via auditiva, es analizado e interpretado en la corteza auditiva. La via auditiva esta
formada por diferentes niicleos ubicados en protuberancia (nicleos cocleares, complejo olivar superior), mesencéfalo
(lemnisco y coliculo inferior), diencéfalo (cuerpo geniculado medial) y corteza auditiva. Estos nucleos conectados
entre si generan un complejo sistema de comunicacion entre el receptor periférico y la corteza auditiva.

La céclea se encuentra alojada dentro del pefiasco del hueso temporal, el receptor periférico y el ganglio espiral
se disponen alrededor del hueso modiolo o columnela, lo que dificulta considerablemente el estudio de esta estructura
en el animal adulto. La céclea o caracol es una estructura helicoidal formada por el sistema receptor periférico y el
ganglio espiral. El receptor periférico estd constituido por diferentes tipos celulares, entre los que se encuentran las
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células sensoriales denominadas células ciliadas externas e internas. Son estas células sensoriales las que contactan
con las neuronas del ganglio espiral que a su vez envian el mensaje a la via auditiva.

El modelo experimental en el estudio del envejecimiento del receptor auditivo

El receptor auditivo es una estructura muy sensible a la hipoxia, bastan escasos minutos para que degenere la es-
tructura una vez aislada del individuo. Esta propiedad hace que los resultados de regeneracién obtenidos con humanos
sean escasos debido a la gran dificultad que supone trabajar con cdcleas procedentes de biopsias y/o autopsias.

El estudio del envejecimiento del receptor auditivo requiere un animal de experimentacion adecuado, en el que las
alteraciones estructurales y funcionales observadas en relacién con la edad sean concluyentes en el hombre. La anato-
mia y fisiologia del oido presentan muchas similitudes entre las distintas especies de mamiferos, mds concretamente
las caracteristicas morfofuncionales entre el oido de ratén y humano son muy similares. En la actualidad se utiliza
muy frecuentemente para estudios de envejecimiento del receptor auditivo la cepa de ratén C57BL/6J por presentar un
envejecimiento neurosensorial precoz de manera que, a los doce meses de vida, este ratén ya presenta signos de altera-
ciones morfoldgicas y fisioldgicas relacionadas con la sordera. Estas alteraciones son muy similares a las observadas
en humanos.

En el andlisis de las cocleas procedentes de cualquier modelo de sordera experimental, incluyendo el envejecimien-
to prematuro del receptor auditivo (presbiacusia), siempre se ha observado el mismo patrén degenerativo. Las primeras
células que se alteran y desaparecen son las células de Hensen, posteriormente las células ciliadas externas desapa-
recen. La degeneracion y desaparicion del tinel de Corti y las células ciliadas internas preceden a la degeneracién y
muerte de neuronas en el ganglio espiral.

Se han generado experimentalmente patologias auditivas en roedores (ratas y ratones) utilizando diferentes proce-
dimientos como:

1. Sorderas genéticas por alteraciones de genes o proteinas en ratones transgénicos.

2. Sorderas por induccién de hipotiroidismo experimental.

3. Sorderas ototdxicas por tratamiento con drogas o antibiéticos.

4. Sorderas por trauma acustico sometiendo los animales durante horas a ruido con alta intensidad.
5. Presbiacusia neurosensorial en diferentes mamiferos incluido el hombre.

En todas las sorderas neurosensoriales, patologias experimentales y biopsias humanas analizadas siempre se obser-
va que el complejo sistema de células sensoriales y células de soporte que conforman el receptor auditivo es sustituido
por un epitelio cicatricial, unicelular plano y no funcional. A nivel de ganglio espiral un cierto niimero de neuronas
nunca degeneran aunque el receptor auditivo haya sido sustituido por un epitelio no funcional (Bartolomé M. V. y cols.
(2001) NeuroReport 12, 3107-3110).

Regenerar neuritas a partir de neuronas envejecidas del ganglio espiral

El envejecimiento y las posibles modificaciones genéticas y moleculares que sufren las células antes de morir
estd siendo motivo de diferentes estudios multidisciplinares en diferentes estirpes celulares, en diferentes 6rganos y
sistemas. La medicina regenerativa es un nuevo campo de la investigacién en biomedicina que pretende regenerar el
dafio celular que conlleva la pérdida de la funcién y posterior muerte celular.

La muerte neuronal en un sistema tan complejo como es el sistema nervioso, ya sea periférico o central, conlleva
una mayor dificultad para abordar la regeneracion en animales adultos y envejecidos, ya que en general no es posible
in vivo la regeneracion espontanea de las neuronas maduras.

La implicacién de diferentes factores tréficos como neurotrofina-3 (NT-3) y factor tréfico derivado de cerebro
(BDNF) han empezado a tener especial relevancia en regeneracion neuronal en especimenes adultos.

Los escasos estudios que recoge la literatura cientifica y los pocos métodos patentados ponen de manifiesto la gran
dificultad que conlleva la obtencién de las neuronas adultas del ganglio espiral y el mantenimiento de los cultivos a
largo plazo. Hay dos importantes evidencias que justifican la escasez de métodos publicados:

e primera: el nimero de neuronas es escaso en el adulto normooyente (aproximadamente unas 30.000 neu-
ronas), este nimero decrece durante la presbiacusia o sordera relacionada con el envejecimiento.

e segunda: el modiolo donde se aloja el ganglio espiral tiende a endurecerse y dificultar la diseccién para
acceder a las neuronas.
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Por todo ello, los diferentes mecanismos y factores implicados en la pérdida neuronal en el ganglio espiral durante
el envejecimiento son atin bastante desconocidos.

La patente n° US20020176859-A1 recoge un amplio nimero de procedimientos realizados exclusivamente en cul-
tivo de drgano (cultivo de céclea completa) de rata de 3 dias postnatales. El procedimiento y la metodologia para
realizar y mantener un cultivo de érgano permiten analizar procesos o cambios bioldgicos, morfolégicos y funcionales
dentro de un érgano completo. Este tipo de cultivos presentan un gran inconveniente ya que el érgano en estas condi-
ciones in vitro s6lo puede mantenerse en condiciones 6ptimas durante 70 a 80 horas. Son cultivos de corta duracion,
porque los tejidos se necrosan en poco tiempo ya que la difusién de nutrientes y gases es deficiente y no llegan a
difundir facilmente dentro del érgano completo in vitro.

Los escasos trabajos realizados con neuronas adultas de ganglio espiral describen protocolos muy complejos y
agresivos para unas neuronas que son muy poco viables en condiciones in vitro (Banker G y Goslin K. 1998, Cul-
turing nerve cells. Ed. MIT. Press, Cambridge). Los métodos que se utilizan en estos trabajos para obtener neuronas
adultas disociadas, son los métodos previamente disefiados por otros autores para cultivo de neuronas procedentes de
animales neonatales o postnatales, sin considerar que la edad del animal es un factor determinante para la viabilidad
de las neuronas in vitro. Estos métodos se basan en el cultivo de neuronas adultas disociadas y hacen referencia a
la supervivencia y regeneracién de neuronas in vitro del ganglio espiral de ratones y humanos adultos analizando la
posible viabilidad de estas neuronas adultas en condiciones muy diferentes a las presentadas en esta invencién. En los
trabajos realizados en ratones C57BL/6J de 2-3 meses de edad (Wei D. y cols. 2006. Developmental Neurobiology
67.108-122), cobayas sin determinar la edad (Rask-Andersen H y cols 2005. Hearing Research 203. 180-191) y hu-
manos de 40 y 60 afios de edad (Rask-Andersen H y cols 2005. Hearing Research 203. 180-191), las neuronas del
ganglio espiral se encuentran dentro de microesferas o microcdpsulas en flotacion (Brewer GJ y Torricelli JR (2007)
Nature Protocols 2 1490-1498). Estas condiciones y habitat artificiales in vitro en los que proliferan las neuronas del
ganglio espiral son muy diferentes a las que tienen in vivo.

En otros casos, se trabaja con explantes de hipocampo de ratas y ratones adultos en la manipulacion, proliferacién
y supervivencia de las neuronas in vitro (Brewer GJ and Torricelli JR (2007). Nature Protocols 2 1490-1498). Debido
a los 6rganos utilizados por Brewer y Torricelli, hipocampo y corteza cerebral, quedan soslayados los problemas que
supone la localizacién del ganglio espiral dentro de una estructura dsea (el modiolo) que dificulta la extraccion de las
neuronas y su posterior manipulacién.

Vieira y cols (Hearing Research (2007), doi:10.1016/j.heares.2007.03.005) han descrito recientemente un experi-
mento piloto para cultivo de neuronas disociadas de ganglio espiral de ratones de 30 y 72 dias de edad. Los resultados
obtenidos muestran unos cultivos mixtos, es decir, cultivos contaminados con otras estirpes celulares, que los autores
identifican como fibroblastos y astrocitos, junto con neuronas de ganglio espiral.

Estos métodos para obtener la disociacién completa de las neuronas de ganglio espiral adulto se refieren a unos
protocolos y unas condiciones de cultivo muy diferentes a los requerimientos exclusivos y especificos para neuronas
adultas, ya que las neuronas adultas estan consideradas como las células menos viables en cultivos disociados (Banker
G y Goslin K. 1998, Culturing nerve cells. Ed. MIT. Press, Cambridge).

La obtencién y mantenimiento de los explantes de la presente invencion se propone como el método idéneo para
regenerar neuritas a partir de neuronas adultas de ganglio espiral en condiciones in vitro, implantando una nueva
herramienta para su uso en la recuperacién y el tratamiento de los procesos degenerativos del ganglio espiral y en
consecuencia del sistema auditivo.

Descripcion de la invencion

La regeneracion de neuritas en el ganglio espiral de roedores adultos y envejecidos en condiciones in vitro requiere
determinadas condiciones especificas y diferentes a otros tipos de neuronas debido a las caracteristicas y particulari-
dades anatémicas y funcionales de la coclea y el sistema auditivo.

La presente invencion se refiere a un método de obtencién y mantenimiento de explantes mediante la combinacién
de diferentes productos que permiten mantener en condiciones in vitro neuronas que son ya muy escasas in vivo (en
el humano hay aproximadamente 30000); atin asi, un numero importante de ellas estdn siempre presentes aunque
haya degenerado el receptor auditivo y éste haya sido sustituido por un epitelio de cicatrizacion. Estas neuronas que
conforman el ganglio espiral estdn encastradas en un hueso o modiolo, lo que dificulta enormemente su obtencién y
manipulacién en animales adultos por la osificacién del hueso y posterior osteoporosis en animales muy envejecidos.
En cécleas de animales de mas de 20 dias de edad el hueso se osifica y se endurece y el ganglio intimamente adherido
a él dificulta la separacion de ambos. En animales de 12 a 24 meses de edad, la fragilidad del hueso (osteoporosis
Osea) presente en la gran mayoria de estos animales dificulta la disociacién mecénica.

La presente invencién permite mantener los explantes de ganglio espiral en condiciones in vitro durante un periodo
de tiempo de 10 a 15 dias. Este periodo de tiempo es suficiente para regenerar neuritas y asi recuperar su funcionalidad
y actividad neuronal. Ademds, esta invencién permite analizar la alteracion de los diferentes factores y receptores
neuronales implicados en hipoacusias y sorderas neurosensoriales, especialmente en la presbiacusia, por lo que el
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método aqui descrito es util y viable para paliar y mejorar la audicién en un amplio tipo de patologias auditivas de
mamiferos incluido el ser humano.

El método de la presente invencién permite mantener los explantes de ganglio espiral de animales adultos y enve-
jecidos en las condiciones 6ptimas de cultivo para conseguir la regeneracién neuronal, teniendo en cuenta que estas
condiciones in vitro no precisan de métodos de trabajo sofisticados, laboriosos y costosos en recursos econdémicos,
ni profesionales altamente cualificados para su manipulacién. Las condiciones in vitro a las que estdn sometidos los
explantes favorecen la aplicabilidad de los resultados en biomedicina y medicina regenerativa aplicada a la hipoacusia,
sorderas neurosensoriales, especialmente al paciente presbiacusico, patologias todas ellas muy comunes en la consulta
diaria en otorrinolaringologia.

Un aspecto de esta invencion se refiere a la extraccion de los explantes por disociaciéon mecdnica de la céclea,
teniendo en cuenta que este paso debe realizarse con rapidez para evitar la muerte neuronal por hipoxia, falta de
nutrientes, y temperatura inferior a 37°C.

En la presente invencién se han utilizado explantes de ganglio espiral de 0,1 mm a 0,3 mm de longitud de rata y
raton tanto adultos como muy envejecidos. Asi como de animales albinos y animales pigmentados. Se utilizan ratas
albinas (Wistar y Sprague Dawley) que, por carecer de melanocitos en la estria vascular (estructura que forma parte del
receptor auditivo) tienen una audicion diferente a las ratas pigmentadas (Long Evans). Los ratones Balbc son albinos y
los ratones C57B16/J son pigmentados. Todos los animales albinos o pigmentados son animales normooyentes excepto
los ratones C57BL6/J. Estos ratones presentan una alteracién en el gen AHL (age-hearing-loos) situado en el cromoso-
ma 10, dando lugar a ratones que envejecen prematuramente y adquieren una presbiacusia muy similar a la observada
en humanos. Mediante la utilizacién de explantes procedentes de animales albinos y pigmentados se ha comprobado
que la regeneracion de neuritas a partir de neuronas de ganglio espiral adulto y envejecido no es dependiente del tipo
de pigmentacion del animal ni, por tanto, del tipo de audicién ni del tipo de hipoacusia neurosensorial.

Otro aspecto de esta invencién hace referencia a la disociacién enzimadtica en caliente (37°C) con tripsina y en
presencia de 4cido etilen-diamino-tetraacético (EDTA). El tiempo de disociacidon enzimdtica por la tripsina a altas
concentraciones (1%) y en caliente es de 5 a 15 minutos, variando el tiempo segtn la dureza y resistencia del hueso
modiolo, y preferentemente de 10 minutos, ya que acortando el tiempo del procedimiento se favorece la viabilidad de
los explantes in vitro, facilitando la regeneracién neuronal.

El método de la presente invencion incluye la adicioén de suero de caballo para inhibir la actividad enzimatica de la
tripsina. Ademads, el suero de caballo favorece la adhesion del explante al sustrato, aporta factores tréficos y nutrientes
necesarios para las neuronas adultas en condiciones in vitro.

La disociacién mecdnica rapida, seguida de una disociacién enzimdtica no agresiva ni invasiva para el ganglio
espiral, permite la obtencién de explantes y la degradacion del hueso sin necesidad de utilizar ultracentrifugacién que
deteriore las neuronas.

Este método también incluye la colocacion de los restos de hueso que no haya sido posible separar del explante en
contacto con el medio de cultivo, alejandolo del contacto con el sustrato.

Otro aspecto de esta invencién se refiere a la adhesion del explante a una superficie cargada positivamente me-
diante la combinacién de diferentes polimeros y considerando las diferentes condiciones de temperatura y tiempo de
polimerizacidén segtn el tipo de compuesto. La polimerizacion puede realizarse en diferentes grados de temperatura,
asf:

e La polimerizacién en frio tiene lugar entre 4°C y 10°C.
e La polimerizacién a temperatura ambiente tiene lugar entre 18°C y 22°C.

e La polimerizacién en caliente, entre 35°C y 37°C. La temperatura debe ser inferior a 40°C, ya que la
inestabilidad de los enlaces que conforman los polimeros aumenta con altas temperaturas haciendo inviable
el polimero.

Las neuronas en general son las células animales con menor capacidad de adhesion en condiciones in vitro. En este
método las neuronas utilizadas son adultas y envejecidas, con alteraciones estructurales ya in vivo debidas a la edad
del individuo y, por tanto, estas neuronas tienen menor capacidad de adhesion que neuronas procedentes de animales
de edad embrionaria o postnatales.

En la presenten invencién se utiliza como sustrato un céctel de polimeros formado por fibronectina, coldgeno y
laminina y su polimerizacion se realiza preferentemente en frio (6-8°C) durante un tiempo superior a las 12 horas,
siendo de eleccion las 24 horas. La polimerizacion de la poli-L-lisina se realiza en un rango de temperatura que va de
la temperatura ambiente a 37°C durante 3-8 horas y, preferentemente, a 37°C durante 8 horas.

En la presente invencion también se incluyen componentes nutricionales y factores tréficos, cuyas concentraciones
especificas constituyen el medio acondicionado de cultivo 6ptimo para mantener y regenerar neuritas en neuronas
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adultas y envejecidas. La presente invencién estandariza y simplifica las condiciones in vitro para la regeneracién neu-
ronal en el sistema auditivo. El medio acondicionado de la presente invencion estd formado por diferentes compuestos
utilizados en concentraciones no téxicas para la neurona y permite su adaptacién a las condiciones in vitro sin alterar
considerablemente la permeabilidad y difusién de nutrientes a través de la membrana plasmaética facilitando la recap-
tacion e incorporacion de los nutrientes a los diferentes componentes citoplasméaticos no sélo para nutrir la neurona
sino, ademds, para permitir que en presencia de factores neurotréficos se regeneren de nuevo in vitro neuritas a partir
de neuronas ya adultas y envejecidas.

El medio acondicionado de la presente invencion incluye:
e Neurobasal A™ (medio sin L-Glutamina).
o 5-20% Suero de caballo.
e 1-3% Hepes.
e 1-2% Suplemento B27.
o 1-2% Suplemento N2.
e 0,5-1% Glucosa.
e 0,5-1% Glutamina.
e 10-100 ng/ml Recombinant Human Epidermal Growth Factor (EGF).
e 10-100 ng/ml Fibroblast Growth Factor (FGF).
e 10-100 ng/ml Recombinant Human Insulin Growth Factor 1 (GF-1).
o 10-100 ng/ml Growth Associated Protein - 43 (GAP-43).
o 1/100 Penicilina.

Esta combinacion de componentes evita el crecimiento de tipos celulares diferentes a las neuronas, especialmente
fibroblastos.

La gran mayorl’a de las neuronas adultas in vivo, asi como in vitro, no proliferan y las neuronas del ganglio espiral
no son una excepcmn El cultivo de explante de neuronas adultas de ganglio espiral, para que pueda ser mantenido
en condiciones in vitro, necesita suplementos adicionales que no vienen incorporados en el medio de cultivo como el
complemento B27, el complemento N2, el complejo formado por: insulina+ transferrina+ selenio, Insulina. En este
método se incluyen simultdneamente los complementos B27 y N2. Asi mismo, la presencia de los diferentes factores
de crecimiento Recombinant Human Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), Recombinant
Human Insulin Growth Factor 1 (GF-1), Murine Nerve Growth Factor (NGF) en concentraciones de 10 a 100 ng/ml fa-
vorece la regeneracion de neuritas a partir neuronas adultas, aunque son las dos factores de crecimiento Brain Derived
Growth Factor (BDNF) y Neutrophin 3 (NT-3) sobre los que recae la funcién primordial de la regeneracién de neu-
ritas en animales postnatales. En la presente invencidn se incorpora al medio acondicionado, ademds del conjunto de
factores de crecimiento que se detallado anteriormente, Growth Associated Protein- 43 (GAP-43) en concentraciones
entre 10 y 100 ng/ml.

Esta invencién constituye una herramienta muy ttil e indispensable para avanzar en el conocimiento de la sordera,
la biomedicina y la medicina regenerativa del sistema auditivo, con el fin de aportar nuevas estrategias y alternativas
en la practica clinica de Otorrinolaringologia. Con la presente invencién se optimiza el cultivo de explantes de ganglio
espiral para regenerar neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas en condiciones in vitro de manera que se
pueden fabricar, con estas neuritas, implantes para el tratamiento de sorderas neurosensoriales en mamiferos, incluidas
las hipoacusias.

La invencién permite obtener resultados sin someter las neuronas a condiciones inviables in vivo y, por tanto,
mejorar los problemas relacionados con hipoacusias y diferentes sorderas neurosensoriales incluida la presbiacusia,
patologia cada vez mds frecuente en la clinica de Otorrinolaringologia de las sociedades desarrolladas.

Modo de realizar la invencién
Animales utilizados

Los roedores en cautividad se consideran animales adultos desde el momento que se reproducen. Asi las ratas

alcanzan su madurez sexual a partir de 2 meses, para los ratones la edad adulta es a partir de 1 mes. Ratas y ratones

pueden vivir en cautividad una media de 24, 28 meses de edad.
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El método se ha empleado tanto en ganglio espiral de ratas como en ganglio espiral de ratones adultos y envejeci-
dos. Las estirpes de rata utilizadas fueron Long Evans, Wistar y Sprague Dawley con edades comprendidas entre los
2 y los 24 meses de edad. Para los explantes obtenidos de ratones se utilizaron ratones C57BL/6J y Balbc desde 1 mes
de edad hasta 24 meses. En los ratones C57BL6/J el envejecimiento prematuro que se observa a los 6 meses de edad
supone una perdida de audicién y alteracion del receptor auditivo equivalente a una hipoacusia observada en un ratén
normooyente de 15 meses y una presbiacusia en un humano de 60 afios, aproximadamente.

Anestesia

Los animales fueron anestesiados antes de ser decapitados. La anestesia utilizada fue hidrato de cloral al 8% en
tampo6n fosfato salino 0,1M, pH = 7,34 y la anestesia se administrd por via intraperitoneal (300 mg/Kg de peso).

Todos los animales, antes de la decapitacion, fueron sumergidos en alcohol al 70% para evitar la contaminacién
del cultivo con posibles microorganismos que pudieran ser trasmitidos por el pelo.
Disociacion
El material quirdrgico (pinzas y tijeras) fue previamente esterilizado en autoclave. La diseccién y disociacion del
ganglio espiral se realizé en campana de flujo laminar horizontal y con ayuda de un microscopio esteroscépico (lupa).
Disociacion mecdnica
La disociacion mecénica de realiz6 en placa Petri 1008 en una solucién estéril de EDTA 10% en D-PBS (+CaCl,+
MgCl,) previamente calentado a 37°C.
Disociacion enzimdtica
Terminada la disociacién mecdnica, los explantes se pusieron en una solucién de 1% de tripsina-EDTA en D-PBS
(+CaCl,+MgCl,), a 37°C durante 10 min. Transcurrido este tiempo se inhibi6 la actividad enzimatica de la tripsina
con suero de caballo a 37°C durante 10 min.
Preparacion de las placas de cultivo
Para el cultivo de explantes de ganglio espiral se emplearon:
e Placas estériles de 48 pocillos.
e Cubreobjetos redondos previamente esterilizados y tratados con el mismo sustrato y el protocolo utilizado
para las placas multipocillo. El uso de cubreobjetos de cristal facilité el poder manipular el cubreobjetos y
pegarlo a un portaobjetos. Asi, con este tratamiento, posteriormente se realizaron diferentes técnicas para
microscopia 6ptica y electrénica que de otro modo no hubiera sido posible llevar a cabo en la placa de
cultivo.
e En cada pocillo o en cada cubreobjetos de cristal se colocé un tnico explante, de una longitud aproximada
0,1 a 0,3 mm, de manera que los restos de hueso quedaran en contacto con el medio de cultivo pero no con
el sustrato.
Sustratos

e Se prepar6 una primera solucién de sustratos formada por:

0,5 mg/ml fibronectina, mds 0,5 mg/ml coldgeno y 0,5 mg/ml laminina en tamp6n D-PBS (+CaCl,+MgCl,).
En cada pocillo se depositaron 200 ul de esta solucién y se mantuvo durante 24 horas en nevera a 8°C.

e Se lavaron los pocillos 3 veces, 5 minutos cada vez, con tampén D-PBS (+CaCl,+MgCl,).

e Se prepard una segunda solucién de 1 mg/ml poli-L-lisina en medio de cultivo Neurobasal A™. En cada
pocillo se deposité un volumen de 200 ul de esta solucién y se mantuvo durante 8 horas a 37°C.

e Transcurrido este tiempo, se retird la poli-L-lisina y se lavaron los pocillos 3 veces, 5 minutos cada vez,
con tampo6n fosfato D-PBS (+CaCl,+MgCl,).

¢ Finalmente se afiadi6 a cada pocillo 110 ul de medio de cultivo acondicionado.
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Medio de cultivo acondicionado

El medio de cultivo acondicionado incluia:

Neurobasal A™ (medio sin L-Glutamina).

10% Suero de caballo.

2,5% Hepes.

1% Suplemento B27.

1% Suplemento N2 (100X).

1% Complejo formado por: insulina+ transferrina+ selenio.
1% L-Glutamina.

0,6% Glucosa.

2 mg/ml Insulina.

100 ng/ml Recombinant Human Epidermal Growth Factor (EGF).
100 ng/ml Fibroblast Growth Factor (FGF).

20 ng/ml Recombinant Human Insulin Growth Factor 1 (GF-I).
40 ng/ml 2.5S Murine Nerve Growth Factor (NGF).

40 ng/ml Brain Derived Growth Factor (BDNF).

25 ng/ml Neutrophin 3 (NT-3).

1/100 Penicilina.

25 ng/ml Growth Associated Protein- 43 (GAP-43).

Condiciones de cultivo en incubador de células

Las condiciones de cultivo en el incubador de células fueron las siguientes:

El grado de humedad dentro del incubador de células fue a saturacién atmosférica.
La temperatura constante de 37°C.

La composicién de gases fue de 5% CO, y 95% de aire estéril.

Cambio de medio de cultivo

A las 24 horas de haber depositado los explantes en la placa con el medio acondicionado se afiadieron 30 ul mas de
medio acondicionado nuevo. El primer cambio completo de medio se realizé a las 30 horas de haber depositados los
explantes. Los siguientes cambios de medio se realizaron transcurridas 50-60 horas. En todos los cambios de medio
se utiliz6 el mismo medio acondicionado descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral que
comprende los siguientes pasos:

a. obtencién de explantes por disociacién mecdnica rdpida de la céclea en presencia de EDTA calentado a
37°Cy disociacién enzimatica con tripsina y EDTA a 37°C durante 5-15 minutos, e inhibicién de la tripsina
con suero de caballo a 37°C durante 10-20 minutos.

b. adhesion de los explantes a una superficie cargada positivamente mediante una primera solucién que incluye
fibronectina, coldgeno y laminina en tamp6n D-PBS (+CaCl,+MgCl,) y polimeriza en frio, una segunda
solucién que incluye poli-L-lisina en medio de cultivo Neurobasal A™ y polimeriza a temperatura ambiente
o en calor, y la colocacién del explante de manera que los restos de hueso queden alejados del sustrato.

c. cultivo de los explantes en un medio de cultivo acondicionado que incluye: suero de caballo, los suplemen-
tos B27 y N2, complejo formado por: insulina+ transferrina+ selenio, L-glutamina, glucosa simultdneamen-
te y los factores de crecimiento Recombinant Human Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth
Factor (FGF), Recombinant Human Insulin Growth Factor 1 (GF-1), Murine Nerve Growth Factor (NGF).

d. proliferacién de neuritas en presencia de Brain Derived Growth Factor (BDNF), Neutrophin 3 (NT-3) y
Growth Associated Protein- 43 (GAP-43).

2. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtin la
reivindicacion 1, caracterizado porque la disociacién enzimatica con tripsina y EDTA a 37°C se realiza durante 10
minutos.

3. Método para la regeneracién de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtin
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en la disociacién enzimadtica la inhibicién de la
tripsina con suero de caballo se realiza durante 10 minutos.

4. Método para la regeneracién de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segin
la reivindicacion 1, caracterizado porque la polimerizacion de fibronectina, laminina, colageno para la adhesion del
explante se realiza a 8°C durante 24 horas.

5. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segin la
reivindicacion 1, caracterizado porque la poli-L-lisina polimeriza a 37°C durante 8 horas.

6. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtin la
reivindicacion 1, caracterizado porque la concentracion de los factores de crecimiento utilizados es entre 10 y 100
ng/ml de medio de cultivo acondicionado.

7. Método para la regeneracidn de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtn la
reivindicacién 6, caracterizado porque la concentracion de Brain Derived Growth Factor (BDGF) es de 40 ng/ml de
medio de cultivo acondicionado.

8. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtin la
reivindicacion 6, caracterizado porque la concentraciéon de Growth Associated Protein-43 (GAP-43) es de 25 ng/ml
de medio de cultivo acondicionado.

9. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segin la
reivindicacion 1, caracterizado porque la concentracion de glucosa en el medio de cultivo acondicionado es entre 0,5
y 1%.

10. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtin la
reivindicacion 9, caracterizado porque la concentracién de glucosa en el medio de cultivo acondicionado es de 0,6%.

11. Método para la regeneracién de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segtn la
reivindicacion 1, caracterizado porque la concentracién de glutamina en el medio de cultivo acondicionado es entre
0,5y 1%.

12. Método para la regeneracion de neuritas a partir de neuronas adultas y envejecidas de ganglio espiral, segin la
reivindicacion 11, caracterizado porque la concentracién de glutamina en el medio de cultivo acondicionado es del
1%.

13. Uso del método descrito en las reivindicaciones anteriores para obtener neuritas con las que fabricar implantes
para el tratamiento de sorderas neurosensoriales en mamiferos.

14. Uso segtn reivindicacién 13, donde las sorderas neurosensoriales son hipoacusias.
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