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RESUMEN

La microencapsulacion de células posibilita el tratamiento de un gran nimero de
enfermedades. Mediante esta tecnologia, las lineas celulares se inmovilizan en estructuras
poliméricas esféricas o microcapsulas, que actiian como sistemas farmacéuticos de liberacién
controlada del producto terapéutico secretado por las células. Las microcapsulas, permiten
el transito de nutrientes, oxigeno y de los productos secretados por las células, mientras
que impiden la entrada de moléculas inmunocompetentes como consecuencia de sus
elevados pesos moleculares. La futura aplicacién clinica de esta estrategia exige un
minucioso estudio y la optimizacion de las propiedades de las microcapsulas y lineas
celulares, asi como el desarrollo de la genética y la tecnologia farmacéutica. En esta revision,
se discuten las posibilidades y las deficiencias de esta tecnologia, asi como los requerimientos
futuros para un éptimo uso clinico.
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bioartificiales.

ABSTRACT

Microencapsulated cell technology has the potential to treat a wide range of diseases. Cell
lines are enclosed within spherical polymeric devices or microcapsules that function as
vehicles for controlled drug delivery in vivo. Such devices allow the transit of the necessary
nutrients, oxygen and secreted products, while entry of the host’s immune mediators is
prohibited by their larger molecular sizes. The future clinical application of this strategy
demands the careful study and the optimization of the properties of both microcapsules
and cell lines. Moreover the development of genetics and pharmaceutical technology will
also be required. In this review, the feasibility and the drawbacks of this technology are
presented. Furthermore, the future requirements for optimized clinical use are discussed.
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INTRODUCCION

L. citomedicina es una prometedora estra-
tegia basada en la utilizacién de agentes biol6-
gicos con fines terapéuticos. Estos agentes (prin-
cipalmente células) son implantados en hués-
pedes enfermos para que secreten productos
peptidicos con actividad terapéutica. A pesar de
haberse obtenido resultados esperanzadores a
corto plazo, la viabilidad y produccién celular se
ven comprometidas por la respuesta inmune del
huésped. Por esta razén, el contenido biolégico
a transplantar debe protegerse frente al conjun-
to de moléculas inmunocompetentes, mante-
niéndose la actividad del implante durante lar-
gos periodos de tiempo. Una de las posibilida-
des para lograr este objetivo se basa en la
inmunosupresion farmacoldgica del huésped, de
modo que las defensas del mismo queden ate-
nuadas. Pero esta opcidn carece de logica clini-
ca, ya que por una parte la inmunodepresién
inducida en el paciente nunca justificarfa nues-
tro objetivo terapéutico, y por otro lado, la
inmunosupresion farmacolégica solamente re-
sultarfa efectiva en el caso de las células alogénicas
(procedentes de la misma especie), pero segui-
rfa siendo insuficiente en el caso de las células
xenogénicas (procedentes de otras especies). Por
tanto, lo ideal serfa inmunoaislar tnica y exclu-
sivamente el injerto biolégico, manteniendo el
estado inmunolégico competente del huésped.

La microencapsulacién permite englobar o
incorporar las células dentro de una esfera poli-
mérica que retina las condiciones de permeabi-
lidad, estabilidad e inmunoaislamiento necesa-
rias. Esta primera idea surgida hace mas de 35
afos (1), ha ido evolucionando y desarrollin-
dose por muchos grupos de investigacién, de
modo que en la actualidad la microencapsula-
cién celular se concibe como una nueva estra-
tegia terapéutica con infinitas aplicaciones mé-
dicas. En este articulo se pretende analizar los
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conceptos y pilares centrales de esta estrategia,
asi como valorar los posibles requerimientos
previos a su aplicacién clinica habitual.

MICROENCAPSULACION CELULAR

CONCEPTOS GENERALES

Cuando se microencapsulan células, éstas
quedan inmovilizadas en esferas no toxicas que
facilitan la entrada de nutrientes y oxigeno, la
salida de desechos y productos terapéuticos y la
proteccién frente a componentes de la respues-
ta inmune, dando lugar a un sistema farma-
céutico de liberacién controlada (2,3) (Véase
figura 1). La microencapsulacién celular requie-
re la perfecta simbiosis entre células y micro-
capsulas, de modo que una correcta combina-
cién genera ventajas fundamentales respecto al
empleo de cada una de ellos por separado. Por
una parte, las células quedan resguardadas de
la respuesta inmune gracias a la microcdpsulay
por otro lado el sistema farmacéutico se hace
mis duradero y eficaz al emplear células y no
péptidos, ya que la célula produce de modo in-
definido el producto terapéutico y ademas éste
se produce de novo, es decir, en cada instante,
evitando posibles alteraciones fisico-quimicas
del mismo.

Consecuentemente, células y microcipsulas
conforman los pilares centrales de esta estrate-
gia, cuyo futuro desarrollo clinico dependera del
avance conjunto de cada uno de ellos (Véase
figura 2). Supondria un gran error combinar
un desarrollo bioldgico y genético potente con
una tecnologia farmacéutica precaria y vicever-
sa. En la actualidad destaca el gran esfuerzo que
muchos grupos de investigacion destinan a uno
u otro campo, pero por desgracia pocos son los
centros que conciben el progreso paralelo como
clave del éxito.
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Linfocios v anticuerpas na Mutrientes, oxigenc y desechas|
difunden al interiar difundan librameanis

EMFERMOS SANOS

Figura 1. A) Funcién inmunoaislante de la microcipsula. Nutrientes, oxigeno, desechos
celulares y productos terapéuticos difunden libremente mientras que se impide la entrada a
componentes de la respuesta inmune. B) Las células microencapsuladas pueden implantarse en
huéspedes enfermos y revertir su patologifa gracias a la secrecién del producto terapéutico a
largo plazo.

CELULAS MICROCAPSULAS

«EXPRESION DURADERA « PERMEABILIDAD

« SEGURIDAD « BIOCOMPATIBILIDAD

« PROLIFERACION « ESTARBILIDAD
CONTROLADA

« REPRODUCGIBILIDAD » INMUNOAISLAMIENTO

Figura 2. Propiedades a estudiar y perfeccionar de las células y microcipsulas.



30

PILARES DE LA
MICROENCAPSULACION CELULAR

MICROCAPSULA: La microcipsula es un
sistema de inmovilizacién de forma esférica
constituido por polimeros naturales o sintéti-
cos y destinado a albergar y proteger agentes
biolégicos en su interior. Existe un gran ndame-
ro de polimeros (4) y técnicas de microencap-
sulacién (5) cuyo objetivo es generar cipsulas
uniformes de tamano micrométrico y gran es-
fericidad. De hecho, una alta relacién superfi-
cie-volumen favorece la difusién de nutrientes
y oxigeno y con ello una mayor viabilidad celu-
lar. Paralelamente, toda microcapsula debe ser
rodeada por una membrana semipermeable que
permita el flujo bidireccional de las moléculas
mais pequenas pero impida la entrada de aque-
llas con pesos moleculares superiores a 100-150
kDa (6). Este equilibrio entre la libre difusién y
el inmunoaislamiento es prioritario en el dise-
o tecnolégico de la microcapsula.

Otro aspecto necesario es la biocompatibili-
dad de la microcipsula (7,8) y de los materiales
que la conforman (9), de modo que se evite o
se reduzca al miximo tanto la activacién de la
respuesta inmune y el desarrollo de reacciones
fibréticas como el posible dafio al material bio-
16gico encapsulado. Esto solo puede realizarse
a partir del minucioso analisis de los materiales
y de las microcipsulas (10). Las cipsulas deben
tener una biodegradabilidad controlada que per-
mita la absorcién de los implantes una vez que
las células mueran o sean funcionalmente in-
activas (11) y una estabilidad mecinica suficien-
te para soportar su manipulacién y posterior
implante en el huésped (12). La resistencia es
probablemente una de las variables de mayor
importancia y a la que menos dedicacién se le
otorga. Debido a que la presiéon que sufren las
microcipsulas se incrementa en proporcion al
tamafio del huésped, cipsulas inestables en mu-
rinos no tienen aplicabilidad posible en huéspe-
des superiores.
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Las directrices futuras exigen la basqueda de
nuevos materiales, o en todo caso policationes
que generen membranas externas mas resisten-
tes que la poli-L-lisina (policatién ampliamen-
te utilizado en la elaboracién de la membrana
de la microcdpsula) y con un menor coste. Te-
niendo en cuenta que la produccién a gran es-
cala resultard necesaria, el abaratamiento de
costes derivados tanto de la técnica de micro-
encapsulaciéon como de las materias primas
empleadas serd fundamental para la futura co-
mercializacién del sistema farmacéutico. Para-
lelamente, el almacenamiento y distribucién del
producto, asi como su garantia de calidad debe-
ran ser objeto de un estudio profundo.

CELULAS: El ntimero de tipos celulares dis-
ponibles para la microencapsulacién es tan
amplio como las aplicaciones terapéuticas que
nos podamos proponer. Hasta los anos 80, las
células de eleccidn eran las primarias postmito-
ticas, tanto alogénicas como xenogénicas. Las
células primarias secretan el producto terapéu-
tico de interés de forma natural y su produc-
cién se regula en funcién de las necesidades
organicas, es el caso de los islotes de Langer-
hans secretores de insulina (13-18), células cro-
mafines productoras de factores neurotréficos
(19) y sustancias de gran actividad analgésica
(20,21) o células paratiroideas secretoras de pa-
rathormona (22). Este tipo de células resultan
interesantes en estudios basicos en huéspedes
de pequeno tamafo, pero obtener las cantida-
des necesarias para animales de mayor tamafo
(incluido el hombre) resulta problemitico. Ade-
mis, la viabilidad a largo plazo de estas células
es reducida ya que su capacidad proliferativa es
limitada, al igual que su margen de seguridad.

A principios de los 90, las células inmortales
adquieren protagonismo gracias a su capacidad
secretora indefinida y a su facilidad de cultivo
in vitro. Las células PC-12 procedentes de tu-
mores murinos adrenales y secretoras de dopa-
mina o los hibridomas secretores de anticuer-
pos son microencapsulados y destinados a ob-



MICROENCAPSULACION DE CELULAS: SITUACION ACTUALY PERSPECTIVAS 31

jetivos tan diversos como el tratamiento del
Parkinson (23,24) o la inhibicién de la angio-
génesis tumoral (25,26). No obstante, la ven-
taja que supone la divisién celular indefinida
resulta un obsticulo insalvable al inmovilizar
las células, ya que éstas sobresalen de la micro-
capsula e incluso llegan a destruirla aumentan-
do el riesgo de un tumor en el huésped.

Este conjunto de hechos ha propiciado la
aparicion de células universales que pueden ser
manipuladas genéticamente para que produz-
can diversas enzimas o péptidos (27). De este
modo, un mismo tipo celular puede secretar
productos diferentes tan solo variando el gen
con el que es transfectado. La aparicién de fi-
broblastos (28,29) y mioblastos (30) abre las
puertas a una estrategia de microencapsulacién
celular caracterizada por una mayor seguridad,
por la facilidad del cultivo celular y por la pro-
duccién durante largos periodos de tiempo. Por
lo tanto cada variante celular se comporta de
diferente modo una vez microencapsulada. Tal
y como se muestra en la figura 3, mientras los

t: dia 1

hibridomas forman agregados de gran densi-
dad celular que inducen situaciones hipdxicas,
los fibroblastos generan agregados de menor
tamafo pero capaces de romper las microcip-
sulas y crear tumores en los animales experi-
mentales. Los mioblastos en cambio, no forman
agregados y lo que atin es mds importante, se
diferencian a otro tipo celular que carece de ca-
pacidad proliferativa, manteniéndose constan-
te el nimero de células inmovilizadas.

De forma ideal, las células a microencapsu-
lar deberan presentar: 1) alta capacidad prolife-
rativa en cultivo, pero reducida o nula una vez
inmovilizadas, ii) viabilidad prolongada en el
interior de las microcapsulas, iii) elevada secre-
cién del producto terapéutico tanto in vitro como
in vivo, 1v) alto margen de seguridad y reprodu-
cibilidad y v) produccién sometida a regulacién
orginica y externa. Si bien esta situacién ideal
se antoja compleja, la seguridad en primer lu-
gary la efectividad en segundo, deberin ser to-
talmente contrastadas previamente a su uso cli-
nico habitual.

t: dia 20

.T'_- : i I

Figura 3. Estudio comparativo del comportamiento de tres lineas celulares una vez
microencapsuladas. A) células de hibridoma 1B5 (referencias 25 y 26), B) fibroblastos BHK y
C) mioblastos C2C12.
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PERSPECTIVAS

El reducido ntimero de ensayos clinicos con
células microencapsuladas en relacién a otras
estrategias de terapia génica, refleja la necesidad
de un mayor esfuerzo para superar ciertas limi-
taciones actuales, fundamentalmente relaciona-
das con la seguridad de las células y la estabilidad
de las microcapsulas. Asimismo, la capacidad de
expresion de células modificadas genéticamente
ha de multiplicarse sustancialmente, de modo
que el ntmero total de cipsulas implantadas
pueda reducirse al maximo. Esta expresion debe
ser regulable para que la secrecién del producto
sea continua o pulsitil, adaptindose a las necesi-
dades fisiolégicas del producto terapéutico en
cuestién. Por otra parte, con el objetivo de au-
mentar la seguridad, las células encapsuladas
deberin tener una vida limitada que asegure una
accién terapéutica mis prolongada que la mera
encapsulacién del péptido, pero que evite cual-
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quier situacién fisiopatoldgica en caso de que las
células escapen a la proteccién de la microcip-
sula. De ahi que el desarrollo paralelo de la gené-
tica y la tecnologfa farmacéutica se antojen in-
dispensables para el futuro éxito de las técnicas
de inmovilizacién (31).

A pesar del camino que queda por recorrer,
lo cierto es que los trabajos cientificos mis re-
cientes vislumbran resultados cada vez mis pro-
metedores, mayor grado de seguridad y un
mayor abanico de aplicaciones terapéuticas a las
que la estrategia de células microencapsuladas
puede hacer frente (Véase tabla 1). Todo hace
pensar que el siglo que comenzamos va a ser,
desde un punto de vista médico el de la terapia
génica, un siglo en el que el pancreas, el rinén o
el higado artificial pueden hacerse realidad y en
el que se desarrollen medicamentos inteligen-
tes que se adapten a las necesidades puntuales
de cada enfermo.

Tabla 1. Ejemplos de trabajos cientificos relevantes sobre microencapsulacién celular en los
altimos 2 afos.

Linea celular Tipo de microcapsula Objetivo | Referencia
Fibroblastos BHK | Alginato-PLL-alginato Cancer I 32
Células de rifian 293 Alginato Cancer 33
Mioblastos primarios | Alginato-PLL-alginato Angiogénesis 34
Mioblastos C2C12 | Alginato-PLL-alginato Hemofilia 35
Mioblastos C2C12 | Alginato-PLL-alginato Hemofilia 36
Células MDCK Alginato-PLL-alginato Enanismo 37
Fibroblastos 2A50 | ~ Alginato-PLL-alginato | Mucopolisacaridosis 38
| Fibroblastos de rata | Alginato-PLO-alginato ' Dafios medulares 39
| Células cromafines | Alginate-PLL-alginato Parkinson 40

.
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CONCLUSIONES

La medicina del siglo XXI trata de buscar la
curacién de las enfermedades actuales median-
te nuevas estrategias biotecnoldgicas que per-
mitan la correccién o sustituciéon de érganos y
tejidos dafados de un modo mis eficaz y mas
cémodo para el paciente. La microencapsula-
cién de células es una de estas estrategias diri-
gida a la liberacién controlada, constante y au-
toregulada de péptidos y proteinas terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades crénicas.

El progreso que se esti llevando a cabo en
este campo, augura importantes éxitos a esta
tecnologia siempre y cuando la evolucién y de-
sarrollo del continente (microcdpsula) y conte-
nido (lineas celulares) se haga de forma parale-
la. Este articulo viene a plasmar el convenci-
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