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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccion in vitro de tejido cartilaginoso u dseo tridimensional vital

La invencion se refiere a un procedimiento extremadamente sencillo para la produccion in vitro de un agregado
celular a base de tejido cartilaginoso u 6seo tridimensional, vital y mecanicamente estable, y a su uso como material
de trasplante para el tratamiento de defectos de cartilagos o huesos y de enfermedades degenerativas tales como,
p. €j., reuma o artrosis, asi como a su uso para el ensayo de principios activos y factores fisicos. Conforme a la
invencion, se pueden producir los mas diversos tejidos cartilaginosos y 6seos, asi, p. €j., cartilago fibroso o de tejido
conjuntivo hialino y elastico tal como, por ejemplo, cartilago de las articulaciones, cartilago de la nariz, cartilago del
menisco o cartilago del disco intervertebral.

En el sector de la ingenieria de tejidos se buscan desde hace tiempo soluciones para la formacion de tejido propio
del cuerpo. Para ello, se utilizan, por una parte, células propias del cuerpo con y sin material de soporte y, por otra,
se incorporan en el defecto exclusivamente materiales de soporte, pudiendo utilizarse en cada caso, en funcion de la
indicacion, materiales resorbibles o no resorbibles.

En el caso de utilizar materiales de soporte es desventajoso que sus productos de degradaciéon puedan dafar a
otros tejidos y que, en el caso de utilizar materiales de soporte no autdgenos, es decir, no propios del paciente,
puedan presentarse reacciones inmunes o infecciones con gérmenes patdégenos animales o humanos.

Un método conocido utilizando células propias del cuerpo es el trasplante de células cartilaginosas y 6seas que se
aplica para el tratamiento de defectos de cartilago y huesos. En este caso, se aprovecha el potencial de las células
cartilaginosas y 6seas para formar in vivo nuevo tejido. Asi, por ejemplo, se toman del paciente biopsias de cartilago
o huesos, de ellas se aislan células cartilaginosas u éseas, se reproducen mediante cultivo celular y, a continuacion,
se trasplantan al paciente las células en la zona del defecto del tejido, p. €j., mediante inyeccion. Alli forman nuevo
tejido y, por consiguiente, reponen por completo el defecto.

Mediante los procedimientos mencionados se consigue que después de la aplicacion de los trasplantes celulares o
de la incorporacion de los materiales de soporte en el cuerpo se forme tejido.

Otro objetivo en la ingenieria de los tejidos consiste, sin embargo, en producir ya previamente in vitro tejido propio
del cuerpo. Para ello, se conoce de la bibliografia una pluralidad de procedimientos (véanse los documentos DE 195
40 487, WO 97/46665, DE 197 52 900, US 5.932.459) que requieren dispositivos o soportes especiales, contienen
muchas etapas de procedimiento o hacen necesaria la adicion de compuestos fomentadores del crecimiento que
representan sustancias extrafias para el cuerpo. Por lo tanto, misién de la presente invencién era proporcionar un
procedimiento en la medida de lo posible sencillo para la produccion de tejido cartilaginoso u 6seo tipico, con el que
se pueda producir tejido vital, tridimensional y mecanicamente estable que sea adecuado para el trasplante y
garantice un rapido desarrollo en el cuerpo o bien una rapida subsanacion del defecto del cartilago o hueso.
Ademas, el tejido producido in vitro no debe de desencadenar, en la medida de lo posible, reacciones inmunolégicas
en el organismo que reciba el trasplante.

El documento US 5.723.331 da a conocer agregados celulares en forma de cilindro que, en funcion de las
necesidades, se forman en pocillos diferentemente pre-conformados. Los pocillos pre-conformados se componen de
fondos planos. De manera correspondiente, se forman trasplantes de cartilago planos que pueden ser integrados
macro-quirirgicamente en el fondo de la herida. Conforme al documento US 5.723.331 el cultivo se hace
exclusivamente con sueros xendgenos.

En Franchimont et al., “Effects of hormones and drugs on cartilage repair” de Journal of Rheumatology, 1989, Vol.
16, paginas 5-9, se describe el cultivo en suspension de condrocitos.

Fritsch et al. “Advances in autologous chondrocyte transplantation (ACT)” Primera conferencia anual sobre
reparacion, reemplazo y regeneracion de tejido de Techvest, 27-28 de octubre, 1999, Nueva York describe la
formacién de racimos de cartilago después de 4 dias de cultivo y que los condrocitos se reproducen en cultivo
dentro de los primeros 15 dias.

Lohnert et al. “Autologe Chondrozytentransplantation (ACT) im Kniegelenk; erste klinische Ergebnisse” de
Arthroskopie, Vol. 12, 1999, paginas 34-42 describe la aplicacion de condrocitos producidos in vitro mediante una
canula delgada en la zona del defecto.
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Gruber et al. “Untersuchung zur In-vitro Kultivierung von Humanchondrozyten bei Einsatz von autologem
Humanserum als Mediumzusatz: Minimierung der moglichen Risikos einer Infektion mit Erregern von Prionen-
Erkrankungen”; Laryngo-Rhino-Otol. 75 (1996) 105-108, observa un comportamiento mejorado en la proliferacion en
el caso de condrocitos humanos cultivados con suero humano, minimizando el riesgo de una infecciéon mediante
priones.

Sorprendentemente, se encontré que este problema se puede resolver con el procedimiento sencillo indicado en la
reivindicacion 1.

Conforme a la invencion, como material de partida se utilizan biopsias o muestras de tejido o células madre
mesenquimales propias del paciente, p. ej., de la sangre periférica 0 médula 6sea. A partir de las biopsias se aislan
con métodos habituales las células generadoras de tejido mediante digestion enzimatica del tejido, mediante
migracion o mediante reactivos que reconocen células diana. Estas células se cultivan entonces de acuerdo con la
invencion de una manera sencilla con un medio de cultivo habitual en recipientes de cultivo celular con superficie
hidréfoba y fondo que se estrecha en suspensién de manera estacionaria hasta que se forme un agregado celular
tridimensional que contenga preferiblemente al menos 40% en volumen, preferiblemente al menos 60% en volumen
hasta como maximo 95% en volumen de matriz extracelular (ECM), en el que estan embutidas células diferenciadas.
El agregado celular resultante presenta una zona exterior en la que estan presentes células susceptibles de
proliferacion y migracion. Esta formacion de los agregados celulares obtenidos de acuerdo con la invencion la
explican las fotografias microscopicas en las Figs. 1 y 1a, representando la Fig. 1 el aumento en detalle de la
seccion transversal de un agregado celular de acuerdo con la invencién, con vP como zona de la aparicion de las
primeras proteinas de la matriz especificas para el tejido y M como zona de la formacién de proteinas de la matriz
especificas del tejido, y mostrando la Fig. 1a todo el agregado celular con la zona externa de células P susceptibles
de proliferacion y susceptibles de migracion (zona de la expresion de la proteina S 100).

Es sorprendente que todas las células que estan integradas en los esferoides producidos segun esta invencion,
sobrevivan y que no mueran las células en el interior, tampoco después de un tiempo de cultivo progresivo. Con un
tiempo de cultivo progresivo se diferencian las células en el interior de los agregados y se forman esferoides que se
componen de ECM, células diferenciadas y una zona de proliferacion en el borde. El proceso de la formacion de
esta matriz especifica para el tejido con células embutidas es muy similar al proceso de formacion de tejido o bien de
nuevo formacién y de reestructuracion del tejido en el cuerpo. Durante la diferenciacion en el cultivo celular, la
distancia de las células agregadas es cada vez mayor mediante la formacion de la matriz especifica para el tejido.
En el interior de los esferoides se forma una histologia del tejido que es muy similar al tejido natural. El
abastecimiento de las células en el interior de los esferoides tiene lugar, al igual que también en el cartilago natural,
Unicamente mediante la difusién de las sustancias nutricias. Durante la produccion ulterior de los esferoides se
forma la zona de células susceptibles de proliferacion y susceptibles de migracion en el borde de los esferoides.
Esta zona tiene la ventaja incalculable de que después de la incorporacion de los esferoides en los defectos, las
zonas que se encuentran en esta zona del borde estan en condiciones de migrar y de crear activamente el contacto
con el tejido circundante o bien posibilitar una integracion del tejido formado in vitro en su entorno. Con ello, los
agregados celulares especificos para tejidos producidos son extraordinariamente adecuados para el tratamiento de
defectos de tejidos y para la regeneracion de tejido in vitro e in vivo.

En funcién del tamafio del defecto del tejido a tratar puede ser ventajoso trasplantar ya grandes trozos de tejido con
el fin de alcanzar una rapida subsanacion del defecto. Para este caso se fusionan al menos dos, pero mejor mas de
dos agregados celulares obtenidos, al continuar cultivandolos hasta el tamafio deseado conjuntamente bajo las
mismas condiciones y en los mismos recipientes de cultivo que los arriba descritos.

La Fig. 1b muestra dos esferoides a fusionar después de un dia.

La Fig. 1c muestra que ya algunas horas mas tarde ya no se puede reconocer el limite entre los dos esferoides.
Después de otra semana, los esferoides estan completamente fusionados y ha resultado un gran trozo de tejido in
vitro (Fig. 1d). La formacion de los grandes agregados celulares, asi obtenidos, es idéntica a la de los esferoides
primeramente obtenidos. Pueden contener como maximo 95% de ECM y todas las células contenidas en el trozo de
tejido obtenido son vitales.

El tejido cartilaginoso u 6seo obtenido es extremadamente estable. Los agregados celulares pueden comprimirse
hasta % de su diametro sin que se rompan o se desintegren, por ejemplo al inyectarlos en el cuerpo mediante una
canula. Es posible retirar del recipiente del cultivo celular estos trocitos de tejido con unas pinzas o una pipeta.
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Con el fin de disponer de células cartilaginosas u 6seas suficientes para el cultivo en suspension de acuerdo con la
invencion, las células obtenidas del paciente, en una forma de realizacion ventajosa de la invencion, se cultivan
primeramente en un cultivo monocapa de manera en si conocida. El paso de las células en el cultivo monocapa se
mantiene lo mas bajo posible. Después de alcanzar el estadio confluente, las células desarrolladas en la monocapa
se recolectan y se cultivan conforme al procedimiento de acuerdo con la invencion en suspension, tal como se
describe arriba.

Como medio de cultivo celular puede utilizarse, tanto para el cultivo en suspensién como para el cultivo en
monocapa, medio habitual, p. ej., MEM de Dulbecco, bajo adicion de suero. Preferiblemente, se emplea DMEM y
Hams en la relacion 1:1. Con el fin de evitar, sin embargo, reacciones inmunoldgicas del paciente sobre el tejido
producido in vitro, se emplea como suero preferiblemente suero autégeno del paciente. También es posible utilizar
suero xendgeno o alégeno.

Al medio de cultivo no se afiaden, conforme a la invencion, antibiéticos, fungiestaticos u otros coadyuvantes. Se ha
demostrado que solo el cultivo autégeno, xendgeno o alégeno de las células y agregados celulares, asi como el
cultivo sin antibidticos y fungiestaticos posibilita una morfologia inafectada, asi como una diferenciacion de las
células en el cultivo monocapa y una formacion no perturbada de la matriz especifica en los agregados celulares.
Ademas, mediante la renuncia a todos los aditivos durante la produccion después de la incorporacion del tejido
producido in vitro en el organismo humano y también animal, estan excluidas todas las reacciones inmunoldgicas.

No obstante, es sorprendente que ni en el caso del cultivo en suspension ni en el caso del cultivo monocapa sean
necesarios factores de crecimiento u otros aditivos fomentadores del crecimiento. A pesar de la ausencia de estos
aditivos se obtienen, ya después de un cultivo en suspension de acuerdo con la invencion de dos dias, agregados
celulares tridimensionales con propiedades especificas para el tejido. El tamafio depende naturalmente del nimero
de células incorporado por volumen de medio de cultivo. Por ejemplo, si se incorporan 1 x 10" células en 300 ul de
medio de cultivo, entonces se forman, en el espaC|o de 1 semana, esferoides tridimensionales de aprox. 500-700 ym
de diametro. Para un defecto de tejido de 1 cm?, se deberian trasplantar, p. €j., inyectar 100 esferoides de este tipo.
La otra posibilidad es la fusién in vitro de los pequefios agregados celulares para formar agregados mayores - tal
como se ha descrito arrlba y Ia incorporacion de éstos en el defecto. Preferiblemente, de acuerdo con la invencion
se utilizan entre 1 x 10* y1x 10’ células en 300 pl de medlo de cultivo para la produccion de los agregados celulares
pequefios, de manera particularmente preferida 1 x 10° células. Los esferoides formados al cabo de algunos dias se
cultivan entonces durante al menos 2-4 semanas, en funcion del tipo de célula y de las caracteristicas especificas
del paciente, en el medio de cultivo adecuado, con el fin de inducir la formacion de la matriz especifica para el tejido.
En casos especiales, pueden entonces fusionarse esferoides individuales a partir de aprox. una semana de cultivo
con el fin de aumentar el tamafo del trozo de tejido.

Como recipientes de cultivo celular deben emplearse para el cultivo de acuerdo con la invencién en suspension
aquellos con una superficie hidréfoba, es decir, que impide la adherencia tal como, p. ej., poliestireno o teflon.
Recipientes de cultivo celular con superficie no hidréfoba pueden ser hidrofobizados mediante revestimiento con
agar o agarosa. No son necesarios otros aditivos. Preferiblemente, como recipientes de cultivo celular sirven placas
con pocillos. En este caso, para la produccion de los agregados celulares pequefios, pueden encontrar aplicacion,
por ejemplo, placas de 96 pocillos, y para la produccién de los agregados fusionados, placas de 24 pocillos.

De acuerdo con la invencion, los recipientes de cultivo celular deben presentar un fondo que se estrecha,
preferiblemente curvado. Se ha demostrado que el tejido de acuerdo con la invenciéon no se forma con un fondo
plano. Evidentemente, la depresién sirve para encontrar las células.

La presente invencion da a conocer también el tejido cartilaginoso u 6éseo producido segun el procedimiento arriba
descrito, el cual puede encontrar aplicacion como material de trasplante autégeno, xendgeno o alégeno en el
tratamiento de defectos de cartilago o huesos y de enfermedades degenerativas tales como, p. €j., artrosis o reuma.
Para ello, los agregados celulares producidos in vitro de acuerdo con la invencion se incorporan mediante inyeccion
en el tejido enfermo o degradado. Para ello, la aguja de inyeccién u otro sistema de aplicacién adecuado tiene que
tener al menos el diametro de los esferoides. Las células en la zona de las células susceptibles de proliferacion y
susceptibles de migracion en el borde de los esferoides crecen rapidamente en el tejido circundante y posibilitan una
union rapida del tejido producido in vitro y representan un potencial para la reconstitucion de tejido en el entorno de
los esteroides, dado que estas células proliferan todavia y forman matriz. Este tratamiento puede tener lugar
artroscépicamente, en un avance con respecto a procedimientos habituales en la ingenieria de los tejidos.

La presente invencion da a conocer también preparados terapéuticos que comprenden el tejido cartilaginoso u 6seo
de acuerdo con la invencién, p. gj., disoluciones para inyeccion.
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La presente invencion da a conocer también el uso de tejido cartilaginoso u éseo de acuerdo con la invencion para el
ensayo de diferentes factores tales como, p. €j., sustancias activas y factores fisicos que influyen, p. ej., sobre la
formacion y diferenciacion de la matriz y células, en donde los factores fisicos pueden ser, p. €j., presién o campos
eléctricos. Para ello, los esferoides celulares se producen de acuerdo con la invencién y se afiaden, en diferentes
estadios de maduracién, a los medicamentos a ensayar y caracterizan a los parametros mas diversos de la
formacién y maduracion de esferoides. Estos ensayos son muy especificos para el paciente en comparacion con los
ensayos de medicamentos habituales en animales o sistemas de tumores mediante el uso de s6lo material autélogo
y posibilitan un diagnoéstico individual.

En lo que sigue se ha de explicar con mayor detalle la invencion en ejemplos de realizacion, sin limitarla a los
mismos.

Ejemplos de realizacion

Ejemplo 1: Produccion in vitro de tejido cartilaginoso

De pacientes se toma una biopsia de una zona del cartilago hialino sano. De esta biopsia se aislan los condrocitos
mediante digestion enzimatica mediante incubacién con disoluciéon de colagenasa. Después de la separacion de las
células aisladas del tejido cartilaginoso no digerido, éstas se transfieren a frascos de cultivo celular y, bajo la adiciéon
de medio de cultivo DMEM / Hams F12 (1/1) y suero autélogo al 10% del paciente, se incuban a 37°C y 5% de CO..
Dos veces por semana se lleva a cabo un cambio de medio. Después de alcanzar el estadio confluente, la capa de
células se lava con solucion salina fisiolégica y se recoge mediante tripsina de la superficie del cultivo celular.
Después de un lavado adicional, se transfieren 1 x 10° células en cada caso en un recipiente de cultivo celular que
esta revestido con agarosa. Al cabo de un dia, las primeras células se han dispuesto en agregados. Estos
agregados se abastecen cada 2 dias con medio reciente y se cultivan durante al menos 2 semanas. Ya después de
una semana se detectaron en los agregados colageno tipo Il y proteoglicanos. Para ello, se utiliza un anticuerpo
especifico contra colageno tipo Il. El anticuerpo primario unido a colageno tipo Il se detectd con ayuda de un
segundo anticuerpo y un sistema ABC acoplado al mismo. Es decir, al 2° anticuerpo esta acoplada, a través de
avidina-biotina, la enzima fosfatasa alcalina que reacciona con el sustrato fucsina, formandose un colorante rojo.

Los proteoglicanos se detectaron mediante tincién de Goldner. Colageno de tipo Il y proteoglicanos son
componentes de la matriz del cartilago in vivo y representan las proteinas estructurales mas importantes que son de
importancia decisiva para la funcién del cartilago.

En la capa externa de los agregados se detectd en el mismo momento la proteina S 100 especifica para células
cartilaginosas. S 100 no es expresada en el tejido dseo y el tejido conjuntivo. Solamente estos tejidos podrian
también formarse en este caso. Por consiguiente, se detecté inequivocamente que el tejido desarrollado es tejido
cartilaginoso.

Al cabo de 1-2 semanas de cultivo, las células se encuentran todavia muy préximas una junto a otra. Con un tiempo
creciente del cultivo, aumenta la proporcion de la matriz extracelular y disminuye la proporcién de células. Al cabo de
una semana se puede detectar al menos el 40% de ECM y después de 3 semanas se desarrollé ya aprox. el 60% de
ECM. Después de 3 meses de cultivo del tejido cartilaginoso, la proporcion de ECM ha aumentado hasta 80-90%. Es
decir, en el interior de los agregados producidos se constituy6 tejido a modo de cartilago que, en su estructura,
corresponde al cartilago in vivo y también puede adoptar la funcidn del tejido cartilaginoso.

Ejemplo 2: Trasplante de tejido cartilaginoso

El tejido producido en el Ejemplo 1 (aprox. 200 esferoides de en cada caso 1*10° células) se recogié en solucion
salina fisiologica y se inyectd en un defecto de cartilago del voluntario de aprox. 1 cm? de tamafio cubierto con
periostio. Se comprobd que el defecto del cartilago ya se habia rellenado en el espacio de 1 a 2 meses con tejido
cartilaginoso, mientras que mediante el trasplante actual de células cartilaginosas jévenes, Unicamente cultivadas in
vitro, sélo se puede registrar un relleno de un defecto de un tamafio de este tipo soélo después de 6-12 meses. El
tejido cartilaginoso producido in vitro de acuerdo con la invencién garantiza, por lo tanto, junto al cumplimiento de la
funcién mecanica del tejido producido, la rapida integracion de los trozos de tejido producidos mediante las células
susceptibles de proliferacion y susceptibles de migracién en la capa externa de los agregados. Por consiguiente, la
estructura y funcion de los trozos de tejido permite también la rapida reparacion de defectos y tejido cartilaginoso
degenerado.

Ejemplo 3: Produccion in vitro de tejido 6seo
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De pacientes se toma una biopsia de una zona del hueso esponjoso. De esta biopsia se aislan los osteoblastos
mediante digestion enzimatica mediante incubacién con disolucion de colagenasa. Después de la separacion de las
células aisladas del tejido 6seo no digerido, éstas se transfieren a frascos de cultivo celular y, bajo la adicion de
medio de cultivo DMEM / Hams F12 (1/1) y suero autélogo al 10% del paciente, se incuban a 37°C y 5% de CO..
Dos veces por semana se lleva a cabo un cambio de medio. Después de alcanzar el estadio confluente, la capa de
células se lava con solucion salina fisiolégica y se recoge mediante tripsina de la superficie del cultivo celular.
Después de un lavado adicional, se transfieren 1 x 10° células en cada caso en un recipiente de cultivo celular que
esta revestido con agarosa. Al cabo de un dia, las primeras células se han dispuesto en agregados. Estos
agregados se abastecen cada 2 dias con medio reciente y se cultivan durante al menos 2 semanas.

Ya después de una semana se detectaron en los agregados colageno tipo | y proteoglicanos. Para ello, se utiliza un
anticuerpo especifico contra colageno tipo |. Mediante la deteccidn de colageno | se detecto, sin lugar a dudas, que
no se trata de tejido cartilaginoso. El anticuerpo primario unido a colageno tipo | se detectd con ayuda de un
segundo anticuerpo y un sistema ABC acoplado al mismo. Es decir, al 2° anticuerpo esta acoplada, a través de
avidina-biotina, la enzima fosfatasa alcalina que reacciona con el sustrato fucsina, formandose un colorante rojo.

Los proteoglicanos se detectaron mediante tincion de Goldner como en el Ejemplo 1. Colageno de tipo | y
proteoglicanos son componentes de la matriz del hueso in vivo y representan las proteinas estructurales mas
importantes que son de importancia decisiva para la funcién del hueso.

En la capa externa de los agregados se detectaron en el mismo momento células éseas susceptibles de
proliferacion.

Al cabo de 2 semanas de cultivo, las células se encuentran todavia muy proximas una junto a otra. Con un tiempo
creciente del cultivo, aumenta la proporcion de la matriz extracelular y disminuye la proporcién de células. Al cabo de
una semana se puede detectar al menos el 40% de ECM y después de 3 semanas se desarrollé ya aprox. el 60% de
ECM. Es decir, en el interior de los agregados producidos se constituyd tejido a modo de hueso que, en su
estructura, corresponde al hueso in vivo y también puede adoptar la funcion del tejido 6seo.

Ejemplo 4: Trasplante de tejido éseo

El tejido producido en el Ejemplo 3 (aprox. 50 trozos) se recoge en solucion salina fisiologica y se inyecta en la zona
de una fractura de hueso de dificil curacién. Se comprobd que se podia inducir el proceso de la curacion del hueso y
que ya al cabo de 3 semanas se habia formado nuevo tejido 6seo, mientras que en el caso de no se hubiera tratado
el defecto, la curacion de la fractura sélo habria tenido lugar al cabo de meses. El tejido 6seo cultivado in vitro
garantiza, por lo tanto, la rapida integracion del tejido en el tejido circundante y la subsanacion de defectos de
huesos. Por consiguiente, la estructura y funcion de los trozos de tejido permite la curacién de defectos de huesos,
la induccion de la osteosintesis y el tratamiento de enfermedades degenerativas de los huesos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccion in vitro de un agregado celular a base de tejido cartilaginoso u 6seo
tridimensional, vital, que es un esferoide, caracterizado por que células cartilaginosas, células dseas o células madre
mesenquimales obtenidas de un organismo humano o animal se cultivan en recipientes de cultivo celular con
superficie hidréfoba y fondos que se estrechan en forma de cultivo en suspension bajo la adicién de suero autégeno
o suero autélogo y sin factores de crecimiento y sin antibidticos y sin fungiestaticos hasta que resulta un agregado
celular, que es un esferoide y que contiene hasta al menos 40% en volumen de matriz extracelular (ECM) en la que
estan embutidas células diferenciadas, y que presenta una zona externa en la que estan presentes células
susceptibles de proliferacion y de migracion.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las células cartilaginosas u 6seas obtenidas del
material explantado se cultivan primero en cultivo monocapa y, a continuacion, se efectua el cultivo en suspension
conforme a la reivindicacion 1.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que en funcion del tamafio de tejido
deseado se fusionan al menos dos de los agregados celulares resultantes, que son esferoides, al continuar
cultivandose en suspension conjuntamente en recipientes de cultivo celular con superficie hidréfoba y fondos que se
estrechan.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que como recipientes de cultivo celular
se emplean placas con pocillos.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que recipientes de cultivo celular con
superficie no hidréfoba se hidrofobizan mediante revestimiento con agar o agarosa.

6. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que el cultivo se lleva a cabo en cultivo
en suspension hasta que el agregado celular obtenido presente al menos 60% de ECM.



ES 2566 053 T3




| Fis. 1a

ES 2566 053 T3




ES 2566 053 T3

Fig .1b .
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