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ABSTRACT

La microencapsulacion de células es una estrategia terapéutica que facilita el tratamiento de
un gran numero de enfermedades crdnicas sin la necesidad de inmunosupresion. Para lograr
este objetivo, es necesario inmovilizar células que liberen moléculas con actividad
terapéutica en microcapsulas poliméricas convenientemente disefiadas, de forma que se
asegure la funcionalidad del injerto a medio-largo plazo. En los Ultimos afios, los avances
realizados en campos como la biologia, genética y la tecnologia farmacéutica han permitido
desarrollar lineas mas estables y resistentes y materiales mas sofisticados, lo que ha
permitido avanzar significativamente en la optimizaciéon de la tecnologia. En la presente
revision se repasaran los Ultimos avances junto con las limitaciones que quedan por superar.

INTRODUCCION

La posibilidad de transplantar cualquier tipo célula y protegerla frente a la respuesta inmune
del huésped con el fin de recuperar la funcionalidad de tejidos y o6rganos dafiados o
simplemente como sistema de liberacién de productos terapéuticos a largo plazo, ha sido
objeto de un gran interés por parte de la comunidad cientifica. Ya en la década de los afos
30, diferentes investigadores observaron el hecho de que el injerto a transplantar debia ser
aislado de alguna forma frente el sistema inmunoldgico del huésped receptor sin que este
proceso afectara la viabilidad y actividad de las células o tejido implantado. Uno de los
primeros ensayos llevado a cabo por el doctor Bisceglie consistidé en introducir células
tumorales de ratén en membranas poliméricas y transplantarlas en la cavidad abdominal de
cerdos. Los resultados obtenidos demostraron que el injerto era capaz de sobrevivir sin ser
destruido por la respuesta inmune del huésped (1).

Décadas mas tarde se introdujo el concepto de encapsulacion como alternativa tecnologica
para la inmunoproteccién del injerto y su transplante en ausencia de inmunosupresion
farmacologica (2,3). En este procedimiento, diferentes células, tejidos o enzimas son
incorporados en matrices poliméricas recubiertas por una membrana semipermeable que
permite el transito de nutrientes, oxigeno, desechos celulares y productos terapéuticos
secretados por las células, mientras que impide la entrada de moléculas y células
inmunocompetentes (4). De igual forma, las capsulas se encargan de proteger el contenido
celular interno de posibles riesgos derivados del proceso de manipulacién o transplante,
permitiendo que las células sobrevivan y secreten el producto deseado. Teniendo esto en
cuenta, una sola administracion del producto seria suficiente para tratar al paciente durante
largos periodos de tiempo, evitando posologias complejas y multiples (5).
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Figura 1. Descripcion de la tecnologia de microencapsulacion de células

La optimizacién tecnoldgica del proceso de microencapsulacién ha permitido la fabricacion de
matrices celulares de diferente tamafo y composicion de forma que el espectro de accion de
la estrategia terapéutica se ha visto significativamente aumentado. Asi la gran versatilidad
de esta estrategia permite que las células encapsuladas puedan emplearse tanto para
tratamientos localizados (tumores soélidos), regionales (cerebro) como sistémicos (diabetes).

COMPONENTES BASICOS DE LA MICROENCAPSULACION DE CELULAS

En lineas generales, la tecnologia de inmovilizacién de células requiere la optimizacién y
perfecta combinacién de dos componentes principales: las células y las microcapsulas. Para
ello, no solo es necesario seleccionar y estudiar cada componente por separado sino también
evaluar la interaccidn célula-biomaterial y por lo tanto célula-microcapsula, de forma que el
injerto inmovilizado permanezca activo y funcional durante largos periodos de tiempo.

La seleccion de la linea celular terapéuticamente activa es un criterio esencial para lograr un
sistema terapéutico eficaz. De forma ideal, la linea celular debe ser facil de cultivar y de
proliferar in vitro pero ha de presentar baja o nula capacidad de proliferacion una vez
encapsuladas, de forma que la bioseguridad del sistema sea optima (6). Para ello, los
ensayos iniciales en modelos experimentales pueden llevarse a cabo con clones estables
generalmente de mioblasto o fibroblasto, ya que estas células presentan las propiedades
antes mencionadas. El gran avance de la genética ha permitido el uso habitual de células
manipuladas genéticamente, de forma que hoy en dia somos capaces de manipular una
célula para que secrete el trasgén que nos interese (7). A este abanico de posibilidades ha
de sumarsele el desarrollo del campo de células madre y células primarias cuyo uso en
sistemas de inmovilizacion ofrece también innumerables posibilidades terapéuticas pero cuya
manipulacién y cultivo se hace légicamente mas complejo. Un aspecto a tener en cuenta es
la capacidad de produccion de del clon celular ya que una mayor capacidad del clon permitira
dosificar las capsulas con una menor densidad celular, lo que en su caso también hara que el
ndimero de capsulas a implantar sea significativamente menor (8).

El segundo de los aspectos y no menos importante se refiere a la matriz o sistema de
inmovilizacion celular. En este sentido, se hace necesario seleccionar correctamente los
biomateriales que van a constituir tanto el nicleo como la cubierta de la microcapsula (9).
Un gran numero de polimeros naturales y sintéticos han sido empleados en el desarrollo de



biojournal.net numero 2 | mayo 2005

la matriz. La biocompatibilidad del biomaterial, es decir, la capacidad de un material de no
inducir respuesta inmune en el huésped una vez implantado, es un criterio fundamental de
estudio a la hora de seleccionar el material mas interesante. Entre los biomateriales mas
empleados destaca el alginato, un polimero natural procedente de las algas y con excelentes
propiedades de biocompatibilidad y atoxicidad. El alginato es un polisacarido natural
compuesto de dos unidades monoméricas, el acido-p-D-manurénico (M) y el a-L-gulurdnico
(G) (10). La presencia mayoritaria de uno u otro mondémero repercute ostensiblemente en
las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y de gelificacién de los alginatos. Este hecho,
unido a la gran variedad de alginatos existentes, ha suscitado un debate acerca de la
composicién mas adecuada para la elaboracidon de las cdpsulas. Mientras que determinados
grupos de investigacién sostienen que los alginatos ricos en unidades G son los mas idéneos
(11), otros prefieren los ricos en mondmeros M (12). Es muy posible que esta controversia
se deba a la falta de una definicién globalmente aceptada del alginato rico en unidades G asi
como de una mayor estandarizacion en el tipo y geometria de las capsulas empleadas en los
ensayos experimentales realizados. Por otra arte, una tendencia reciente en el area de
encapsulacion celular es el de la blsqueda de nuevos materiales y el disefio de nuevas
microcapsulas que mejoren las propiedades de estabilidad mecanica y garanticen la
viabilidad de las células durante largos periodos de tiempo. En la Tabla 1 se recogen algunos
de estos intentos.

Yentajas Ref.
Tipo de microcdpsula
Alg-PLO Mejora de la biocompatibilidad 13
Alg-Sulfato de celulosa- Aumento de la estabilidad mecanica. 14
PMCG Control preciso sobre el grosor de
rmembrana
HEMA-MMA Mejora de |a transferencia de masa y 15
estahilidad mecanica
Agarosa-sulfonato de Blogqueo de la activacion del complemento| 16
Poliestireno aumentando actividad de los inhibidores C1
Alg-Agarosa Aumento de la estabilidad mecanica 17
Alg barico Aumento de la estabilidad mecanica y 13,19
quirnica
PDADMAC Aumento de la estabilidad mecanica 20
Alg-quitosano Mejora de |a biocompatibilidad 21
PVA Mejora de la difusion de nutrientes 22
PEG fotopolimerizable Mejora de la biocompatibilidad 23

Abreviaturaz: Alg: alginato; PMCG polifmethilens-co-guanidina); HEMAAMS,  hidrosietilmetacril ato-
metdl metacrilato; PLO, poli-L-omitina;  PDADMAZ, clorure  de  poli-dialil-dimetly-armonio;  PES:
palietilenglicol; PV polivinilalzahol

Tabla 1. Ejemplos de nuevos materiales y tipos de microcapsula en estudio para la inmovilizaciéon de
células.
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El andlisis y purificacion de los materiales a emplear es por tanto una de las areas mas
importantes a desarrollar y potenciar en el campo de la tecnologia de microencapsulacion
(24). Con este fin, hemos desarrollado y optimizado recientemente un conjunto de ensayos
para determinar el grado de biocompatibilidad tanto de alginatos con diferentes propiedades
como de microcdpsulas elaboradas con los diferentes alginatos. Entre estos ensayos,
destacan los ensayos de actividad mitogénica y de la produccion de TNF-a por parte de los
polimeros y de las capsulas, que han permitido demostrar diferentes niveles de
biocompatibilidad en funcién principalmente del grado de pureza del alginato (25).
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Figura 2. Producciéon de TNF-a por parte de macréfagos estimulados por diferentes alginatos (A) y
microcapsulas elaboradas con los diferentes alginatos (B). Descripcion de los alginatos: LVM: alginatos
de pureza media; LVMP: alginatos de baja viscosidad, con composicion predominante de Aacido
manuronico y elevada pureza; LVGP: alginatos de baja viscosidad, con composicion predominante de
acido gulurdnico y elevada pureza; MVMP: alginatos de media viscosidad, con composicién predominante
de acido manuroénico y elevada pureza; MVGP: alginatos de media viscosidad, con composicidon
predominante de acido gulurdnico.
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Ademas del biomaterial, las microcapsulas incorporan por lo general un polication para la
fabricacién de la membrana semipermeable. A lo largo de los ultimos afios, la poli-L-lisina ha
sido el polication mas frecuentemente empleado en el disefio de la membrana externa
(26,27). Gracias a las caracteristicas intrinsecas de la membrana, los nutrientes y el oxigeno
penetraran en la capsula, mientras que los desechos y productos terapéuticos de interés
difundiran al exterior. En cambio, los receptores de la células T no podran interaccionar con
los antigenos de superficie de las células protegidas y las inmunoglobulinas y el
complemento quedaran parcialmente impedidos gracias a los poros de la membrana,
disminuyendo o incluso reduciendo totalmente su poder citotoxico.

Criterios tecnoldgicos adicionales son el disefio uniforme y reproducible de las microcapsulas
y la estabilidad mecanica del sistema farmacéutico. Precisamente la evaluacion de la
resistencia mecanica es otro aspecto fundamental en la fabricacidén de las matrices celulares.
La determinacion de la resistencia y el comportamiento de la capsula a lo largo del tiempo
permitirdn obtener matrices suficientemente resistentes como para soportar las posibles
rupturas derivadas de la manipulacion, administracién, estrés osmotico, golpes mecanicos,
movimientos del huésped, etc. Por ultimo pero no por ello menos importante es el criterio de
bioseguridad de las microcapsulas, ya que es prioritario que las capsulas impidan la salida de
las células terapéuticas inmovilizadas y por lo tanto se evite el riesgo de un crecimiento
incontrolado de las mismas (28,29). En este sentido, se estan manejando diversas
estrategias como la de emplear alginatos biomiméticos que interaccionen con las células
favoreciendo su diferenciacién y adhesién a la matriz o procedimientos genéticos para inhibir
la secrecidon del producto terapéutico o incluso inducir en cualquier momento la apoptosis
celular.

ADMINISTRACION DEL SISTEMA FARMACEUTICO

Optimizado el proceso de microencapsulacion y seleccionadas las células, se ha de proceder
a evaluar el comportamiento de las células inmovilizadas. El estudio a medio largo plazo de
la viabilidad y produccién de las células inmovilizadas en cultivo asi como el comportamiento
y estabilidad de las matrices in vitro son aspectos esenciales previos al ensayo en animales
de experimentacion. En esta fase previa se decidird la dosis ideal que garantice una dptima
respuesta terapéutica y posteriormente, se procederd a la administracion de las particulas
para lo cual se debera decidir via y nimero de administraciones.

Previo a la inmovilizacién de células terapéuticamente activas, se hace aconsejable ensayar
la respuesta a medio-largo plazo de microcapsulas elaboradas con diferentes materiales y
células de interés de forma que en funcion de los resultados se pueda seleccionar un
sistema ideal para el posterior transplante de las células (30). En un trabajo reciente,
pudimos comprobar como la administracion de capsulas elaboradas con dos tipos de alginato
y diferentes policationes (poli-L-lisina, poli-D-lisina y poli-(metilen-co-guanidina) evitaba la
activacion de la respuesta inmune del huésped y permitia la recuperacién un mes después de
su implante de aproximadamente el 90% de las particulas. No obstante, también se puede
comprobar la formacién de fibrosis con el empleo de uno de los policationes, concretamente
de la poli(metilen-co-guanidina), lo que indica la falta de biocompatibilidad del sistema
(Figura 4) (resultados enviados para su publicacion).
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Figura 3. Proceso de microencapsulacion de células y su transplante para el tratamiento de diferentes

patologias
A)
Tipo de alginato n % Recuperacion 9% Fibrosis
Alginato 1 & 91,2 £ 6.3 0.2 £ 0.2
Alginato 2 4 g2.5 £ 3.6 0.4 £ 0.2
B)

Microcapsula

Cesarrollo fibratico

| L - .
i A
! &x

Figura 4. Recuperacién de microcapsulas elaboradas con dos tipos de alginatos un mes después de su
administracion. (A) Porcentaje de recuperacién y grado de fibrosis alrededor de las capsulas. (B)
Histologia de las capsulas retiras del huésped y tefiidas con toluidina. Es posible apreciar un desarrollo
fibrotico alrededor de algunas capsulas.
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Otro aspecto relevante es el tipo de implante que se haga, ya que el hecho de que el injerto
sea autélogo, alogénico o xenogénico tiene implicaciones inmunoldgicas muy diferentes. En
el caso de que se microencapsulen aloinjertos, debido a que el mecanismo defensivo en
estos casos estda mediado por linfocitos T (CD8+), el aislamiento fisico que supone la capsula
facilitard que el implante no sea rechazado por la respuesta inmunoldgica del huésped. En
cambio, si es un xenoinjerto lo que se pretende encapsular y transplantar, la respuesta
generada es mucho mas compleja ya que se estimula la formacion de anticuerpos y se activa
el complemento. Ademas, en este tipo de implantes, algunas moléculas pequefias del injerto,
que actuarian como antigenos, podrian difundir de la capsula y provocar respuestas
inflamatorias importantes. Por otro lado, la secrecién de citoquinas, éxido nitrico y radicales
libres por parte de las células inflamatorias, unida a la presencia de numerosos fibroblastos
que rodean las capsulas implantadas pueden provocar la muerte de las células inmovilizadas
y el consiguiente fallo del injerto (31-33). Es por ello, por lo que la tecnologia de células
microencapsuladas ofrece mejores resultados en transplantes alogénicos y no tanto en
xenogénicos, cuya implicacion ética ademas esta en seria consideracion.

APLICACIONES TERAPEUTICAS

La versatilidad de la tecnologia de células microencapsuladas ha posibilitado su estudio en un
gran abanico de patologias tal y como se resume a continuacion:

DIABETES

Son muchos los intentos que se han llevado a cabo para crear un “pancreas bioartificial”, en
la mayoria de los cuales, se han inmovilizado islotes de Langerhams en microcapsulas de
alginato. Los buenos resultados obtenidos tanto en roedores (34) como en animales
superiores (35,36) impulsaron a mediados de la década de los 90, la realizacion del primer
ensayo clinico en humanos. El Unico paciente incluido en este estudio no necesité la
administracion de insulina exdégena durante un mes, redujo considerablemente sus niveles
de albumina sérica glicosilada y hemoglobina A1C, mejorando también la sintomatologia
ligada a su neuropatia periférica (37). Si bien esta primera aproximacion clinica no resulté un
completo éxito, si que abrid la via a nuevos intentos encaminados a mejorar las principales
limitaciones observadas, como fueron la perdida progresiva de viabilidad de los islotes
encapsulados y la falta de una completa biocompatibilidad de las microcapsulas
transplantadas.

A lo largo de los ultimos afios, la experimentacién dirigida a desarrollar un sistema fisiologico
de secrecién de insulina a partir de islotes encapsulados se ha intensificado. Diversos grupos
de investigacién han estudiado la posibilidad de promover la vascularizacién del implante por
medio de la liberacién de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) (38) y FGF
(factor de crecimiento de fibroblastos) (39). Por otra parte, se ha iniciado un nuevo ensayo
clinico en Italia en el que se pretende evaluar la eficacia y seguridad de islotes inmovilizados
en capsulas de alginato-poli-L-ornitina-alginato (40).

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS:

Las enfermedades del sistema nervioso central se caracterizan por el deterioro continuo de
las funciones cognitivas y motoras, dando lugar a una pérdida progresiva de las células
nerviosas tanto de forma crénica (caso del Parkinson, Alzheimer o enfermedad de
Huntington) como aguda (traumas en cerebro o médula d6sea). Una de las estrategias
terapéuticas estudiadas para aliviar o retrasar la perdida neuronal es la administracién de
factores neurotréficos que aumenten la supervivencia de la neuronas enfermas. El GDNF
(factor neurotréfico derivado de células gliales) es uno de estos factores, particularmente
eficaz en la enfermedad de Parkinson. Para demostrar este fin, hemos desarrollado en
nuestro laboratorio microcapsulas de tamafio reducido (300-350 pym) con el objeto de
inmovilizar fibroblastos secretores de GDNF y ensayarlos en ratas parkinsonizadas. Los
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resultados logrados hasta el momento demuestran una reduccién significativa de las
rotaciones en los animales, detectédndose el efecto terapéutico tan solo 15 dias después del
implante de las capsulas y manteniéndose durante mas dos meses (resultados sin publicar).

En el caso de la enfermedad de Huntington, el CNTF (factor neurotroéfico ciliar) es el factor
trofico de mayor eficacia. En un excelente trabajo realizado por Emerich y col., se demostrd
que el implante de capsulas con fibroblastos secretores de CNTF en monos, ejercia un efecto
neuroprotector sobre diversas poblaciones estriatales como neuronas colinérgicas y
GABAérgicas, lo que respalda la idea de que este factor pueda ayudar a prevenir la
degeneracion de las poblaciones neuronales dafiadas en esta patologia (41).

Otra posible estrategia terapéutica consiste en administrar de forma continua el
neurotransmisor deficitario en la enfermedad. En este sentido numerosos grupos de
investigacion han centrado sus esfuerzos en administrar dopamina en animales e individuos
enfermos de Parkinson. En una de estos estudios, se implantaron células PC12 encapsuladas
y secretoras de L-dopa y dopamina en el cerebro de monos, observandose una clara mejoria
en la motricidad de los animales durante los 12 meses que duro el efecto del implante (42).
Otra alternativa para la secrecidon continua de dopamina es la propuesta por la empresa Titan
Pharmaceuticals, que en abril de este afio anuncid los resultados de su ensayo clinico en fase
I/11 con un producto basado en la inmovilizacidn de células pigmentarias de retina secretoras
de dopamina en vehiculos gelatinosos (http://www.titanpharm.com). Adicionalmente, se
estan llevando a cabo estudios con el fin de incorporar en la microcapsula vitaminas o
antioxidantes que mejoren sustancialmente el ambiente interno de las microcapsulas
permitiendo prolongar la viabilidad de las células inmovilizadas.

CANCER

La complejidad de esta patologia ha hecho que el tratamiento con células encapsuladas se
aborde desde diferentes perspectivas. Entre ellas, destaca el ensayo clinico en fase I/II
realizado sobre 14 pacientes con cancer pancredtico. En este trabajo se emplearon células
encapsuladas y genéticamente modificadas que expresaban la enzima citocromo P450, para
la activacién de bajas dosis de ifosfamida de forma localizada, lo que evitaba los efectos
secundarios sistémicos del farmaco. Los resultados reflejaron que el grupo tratado con
capsulas duplicaba su supervivencia en relacién al grupo control y no presentaba ningun tipo
de efecto secundario (43).

Otra estrategia interesante es la inmunoterapia mediante la vectorizacion del agente
terapéutico hacia el foco tumoral. Con este fin, un grupo canadiense encapsulé mioblastos
C2C12 transfectados para secretar un complejo formado por interleuquina-2 y la regién Fv
de un anticuerpo humanizado con gran afinidad por tumores HER-2/neu. Los resultados
observados durante las 2 semanas de estudio demostraron que en los animales tratados se
producia un mayor nivel de apoptosis y necrosis tumoral (44).

Por ultimo, se han publicado numerosos trabajos basados en la antiangiogénesis o inhibicion
de la angiogénesis tumoral (45). Esta estrategia antitumoral se basa en impedir la formacion
de un nuevo plexo vascular que irrigue al tumor, evitando asi la llegada de nutrientes,
oxigeno y factores paracrinos. Una de las posibles estrategias para lograr este objetivo es la
de secretar factores anti-angiogénicos como la endostatina. Precisamente, el gen de este
péptido se transfecté en células epiteliales de rifion que posteriormente fueron inmovilizadas
en microcapsulas de alginato. Los dos grupos de investigacion que emplearon esta misma
estrategia terapéutica, implantaron las capsulas cerca del foco tumoral y comprobaron en
ambos casos como el tamano del tumor se reducia en mas del 70%, aumentando
considerablemente la apoptosis intracelular (46,47). En otro trabajo, nuestro grupo de
investigacidn estudié una nueva estrategia antiangiogénica basada en el bloqueo de la union
entre caderinas del endotelio vascular (caderinas-VE). Estas proteinas juegan un papel
destacado en procesos como la inflamacion y la unién entre células endoteliales, principales
constituyentes de los vasos sanguineos. Empleando hibridomas microencapsulados
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secretores de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la caderina-VE, se observé una
inhibicidon en la formacidon de microtubulos, futuros vasos sanguineos, in vitro de mas del
85% (17).

ULTIMAS CONSIDERACIONES

La microencapsulacion de células representa una alternativa en el desarrollo de sistemas
citomédicos que liberen de forma controlada el producto terapéutico y un hito en el
transplante de tejidos sin el requerimiento de las dosis habituales de inmunosupresores. Si
bien son muchos los retos por alcanzar, incluyendo una normativa oficial para el desarrollo e
investigacién en humanos, un mayor grado de biocompatibilidad, reproducibilidad y duracion
de los sistemas tras su transplante en huéspedes, un correcto escalado de la tecnologia a
nivel industrial y un mayor grado de confianza y financiacién publica, el avance continuo de
disciplinas cientificas como la genética, biologia y tecnologia farmacéutica pronostican que la
tecnologia de encapsulacion de células podra en un futuro ser empleada eficazmente en el
tratamiento de determinadas patologias crénicas.
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