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SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

SDSA: Síntesi de DNA dependiente de recocido 

ScFv: Single chain variable fragment 

sgRNA: single guide RNA 



 

 
 

STAT: Transductor de señales y activador de la transcripción 

T 

TAL: Transcription activator-like 

TALEN: Nucleasas efectoras transcription activator-like 

TAE: Tris/Ácido Acético / EDTA 

TCR: Receptor de células T 

TNFR: Receptores del factor de necrosis tumoral 

TMPRSS2: Proteasa de transembranasa de serina 2  

Treg: T reguladoras 

tracrRNA: RNA transactivador de CRISPR 

U 

UTR: Regiones no traducidas 

V 

VH: Cadena variable pesada 

VL: Cadena variable ligera 

VST: Linfocitos específicos para virus 

X 

XvHD: Enfermedad xenoinjerto contra receptor 

Z 

ZFN: Nucleasas zinc finger 



 

 
 

 

 

 

 

 

Introducción 



 

 
 

 



Introducción 
 

23 
 

El sistema inmunitario es el encargado de la defensa contra agentes patógenos y el 
cáncer. Este sistema está formado por diferentes células que se relacionan entre sí a 
través de una compleja red de señales moleculares.  

Dentro del sistema inmunitario, podemos distinguir dos ramas. Por una parte, 
encontramos la inmunidad innata, que es la primera línea de defensa, encargada de 
detectar y contener la propagación de amenazas. Por otra parte, encontramos la 
inmunidad adaptativa, la cual es una respuesta secundaria dependiente de la 
inmunidad innata, pero que presenta un alto grado de especificidad.  

En un contexto de infección, los componentes de la inmunidad innata se encargarán 
de contener al agente infeccioso para evitar su diseminación. Además, esta respuesta 
innata es capaz de mediar la activación de la inmunidad adaptativa, la cual se 
caracteriza por generar memoria inmunológica, pudiendo responder de forma más 
eficiente frente a una segunda exposición del mismo agente infeccioso 1. 

En las últimas décadas, se ha generado una corriente de estudio conocida como 
inmunoterapia, basada en aplicar el conocimiento existente sobre el sistema 
inmunitario para intentar mejorar su respuesta frente a infecciones o el cáncer. Dentro 
de la inmunoterapia, encontramos diferentes ramas o estrategias, como el uso de 
anticuerpos monoclonales, los denominados immune checkpoint inhibitors o las 
vacunas para cáncer. En esta tesis doctoral nos centraremos en concreto en   la rama 
de la inmunoterapia celular, que utiliza células del sistema inmunitario para tratar 
pacientes.  En los últimos años, la combinación de la inmunoterapia celular con la 
terapia génica ha dado lugar a la aparición de innumerables estrategias terapéuticas, 
destacando las terapias basadas en los receptores de antígenos quiméricos (CAR) 2. 

A lo largo de esta introducción entraremos en detalle en los temas referentes a la 
infección por el severe acute respiratory síndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) y la 
respuesta inmunitaria durante la infección por este virus, así como aspectos 
relacionados con la protección y el tratamiento frente a este. Además, en una segunda 
parte de esta introducción, nos centraremos en las terapias CAR-T, explicando su 
origen, desarrollo y los principales inconvenientes que presentan en la actualidad, 
centrándonos sobre todo en lo referente a la accesibilidad y disponibilidad de este tipo 
de terapia, para acabar explicando la posibilidad de generar este tipo de terapia de 
forma alogénica, mediante el uso de células de donantes, comentando las ventajas e 
inconvenientes de esta aproximación, así como de las principales estrategias para 
llevarla a cabo. 
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1.-SARS-CoV-2 
A finales del 2019, se describió en China el brote de un nuevo virus, el SARS-CoV-2, que 
es el agente causante de la enfermedad conocida como COVID-19 (del inglés 
COronavirus DIsease 2019). Este brote dio lugar a una pandemia con grandes 
consecuencias a nivel global en ámbitos económicos, sociales, políticos y sobre todo 
de salud. En el 2023 se dio por finalizada habiendo dejado registradas un total de más 
de 7 millones de muertes3–5. 

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia de los coronaviridae y se clasifica dentro del 
género de los betacoronavirus. Los virus pertenecientes a este género pueden infectar 
diferentes especies de mamíferos, entre los cuales se encuentran los humanos. 

Los betacoronvirus se caracterizan por tener un genoma de ácido ribonucleico (RNA) 
de cadena sencilla con polaridad positiva de entre 26-32kilobases. Estos presentan 
una envuelta lipídica que contiene la proteína de la espícula, o proteína S, la cual 
confiere a las partículas víricas su reconocida forma de corona6. 

 

1.1.-Genoma 

Los estudios filogenéticos realizados sobre el SARS-CoV-2 lo sitúan dentro de la 
especie de coronavirus relacionados con SARS, teniendo un alto grado de similitud al 
SARS-CoV-1.7 

El genoma de los coronavirus se caracteriza por la presencia de dos regiones no 
traducidas (UTR), en los extremos 5’ y 3’ del genoma del virus, que se corresponden con 
una estructura 5’cap y una cola de poliadenina (poliA) respectivamente.8,9 La 
organización genómica del SARS-CoV-2 es muy similar a la de otros betacoronavirus, 
habiéndose descrito 12 open reading frames (ORF), que codifican para las 
poliproteínas ORF1a y ORF1b, además de para las proteínas estructurales S, 3a, E, M, 
6, 7a, 7b, 8, N y 10 (Figura 1)10 .  

Además, como es característico del orden de los Nidovirales, la transcripción del 
genoma da lugar a RNA subgenómicos, a través de la interacción de las secuencias 
reguladoras de la transcripción TRS-L y TRS-B. Estos RNA subgenómicos comparten la 
misma secuencia 5’UTR, pero su región codificante y 3’UTR es diferente entre ellos. Es 
a partir de estos que se da la traducción de las diferentes proteínas codificadas en el 
genoma del virus 11,12. 
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Figura 1 Organización genómica y estructural del SARS-CoV-2. En la figura se puede apreciar la 
organización de los diferentes genes codificados en el genoma del virus, como los ORF, o bien las 
diferentes proteínas estructurales. Además, también se pueden apreciar los diferentes RNA 
subgenómicos del virus. Extraído de: Kim, Dongwan et al., 2020 

 

 

1.2.-Ciclo infectivo del virus 

Los coronavirus tienen un ciclo lítico (Figura 2). El inicio de este ciclo se da con la 
entrada del virus a la célula. En el caso del SARS-CoV-2, la principal proteína implicada 
en la entrada a la célula es la proteína S, un homotrímero. Dentro de estas proteínas, 
encontramos las subunidades S1 y S2 que juegan un papel clave en diferentes pasos 
del proceso de entrada del virus a la célula. 

Se han descrito dos vías de entrada principales, la vía de entrada a través de la 
membrana celular y la vía de entrada a través de endosomas. Ambas se inician a través 
de la interacción de la proteína S con su receptor, la enzima convertidora de la 
angiotensina 2 (ACE2), expresada sobre todo en las células del epitelio pulmonar, 
concretamente en las células alveolares de tipo II.13 

En un primer momento, la proteína S del virus puede variar entre dos conformaciones, 
en función de la estructura de su dominio de unión al receptor (RBD) conocidas como 
RBD down y RBD up. En la conformación RBD up, la proteína puede interaccionar con 
el receptor ACE2. Esta interacción deja al descubierto el sitio de corte S2’. A partir de 
esta interacción, el virus puede entrar a través de la vía de entrada a través la superficie 
celular o a través de una vía endosomal secundaria. 

En la vía de la superficie celular, esta región S2’ puede ser reconocida por la proteasa 
transmembrana de serina 2 (TMPRSS2). En la vía endosomal, la interacción de virus con 
la célula activa el transporte retrogrado dependiente de clatrina. A través de esta vía, 
llega a los endosomas de la célula, donde la Catepsina L podrá mediar el corte de la 
región S2’. El corte mediado por cualquiera de estas dos proteasas inducirá un cambio 
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conformacional en la proteína S del virus que permitirá la inserción del péptido de 
fusión en la membrana del endosoma o la membrana celular. Posteriormente, un 
nuevo cambio conformacional en la subunidad S2 generará un poro de fusión que 
permitirá el acceso del genoma del virus al citoplasma celular14. 

Una vez el genoma del virus alcanza el citoplasma se inicia la fase de replicación. En 
un primer momento, el genoma vírico es capaz de secuestrar los ribosomas de la célula 
infectada para expresar las poliproteínas pp1a y pp1ab, codificadas por los ORF1a y 
ORF1b respectivamente. La expresión de estos polipéptidos da lugar a las diferentes 
proteínas no estructurales, que se encargarán de interferir con la expresión de los 
mRNA de la célula y formar los complejos de replicación-transcripción (RTC). La 
formación de los RTC promueve la síntesis de la cadena negativa del genoma vírico, 
que se utilizará como molde para la replicación genómica o para la transcripción de los 
RNA subgenómicos, a partir de los cuales se expresarán las diferentes proteínas 
estructurales y accesorias que servirán para formar nuevos viriones15,16 . 

De entre estas proteínas estructurales, las proteínas S, M y E se introducirán en el 
Retículo Endoplasmático (RE) a través de un proceso de gemación y serán translocadas 
al compartimento intermedio entre el RE y el Aparato de Golgi (AG) (ERGIC), donde 
generarán la envuelta del virión. Al mismo tiempo, la proteína N, que forma la 
nucleocápside, se ensamblará en el citosol junto al genoma del virus para formar la 
ribonucleoproteina (RNP). Esta RNP entrará en contacto con la estructura de la 
envuelta en el ERGIC, formando un nuevo virión. Finalmente, el virión será liberado al 
espacio extracelular a través de la vía lisosomal17–19  . 
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Figura 2 Ciclo infectivo y replicativo del virus.  La entrada del virus a la célula se da a través de la 
interacción de la proteína S del virus con el receptor ACE2. Una vez mediada esta interacción, se produce 
la fusión de membranas y el genoma del virus se libera en el citosol. A partir del RNA genómico, se da la 
traducción y la replicación de las proteínas del virus. Finalmente, las diferentes proteínas estructurales se 
ensamblan en el RE, para finalmente, formar nuevos viriones que se liberaran al espació extracelular. 
Extraído de: MA Sheereen et al., 2020 

 

1.3.- Respuesta inmune y patofisiología a la infección por SARS-CoV-2 

La infección de las células del epitelio pulmonar por parte del virus genera un efecto 
citopático sobre estas. Al lisarse, las células infectadas liberan al medio extracelular 
diferentes componentes como alarminas, patrones moleculares asociados a 
patógenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a daño (DAMPs), que son 
reconocidos por los componentes del sistema inmune innato. La activación del 
sistema inmune innato implica la generación de una inflamación local en la zona de 
infección, así como la maduración de las células dendríticas (DCs) del tejido. Esta 
inflamación mediada por la inmunidad innata es capaz de mediar la activación 
posterior de los componentes del sistema inmune adaptativo y reclutarlos al sitio de 
infección para intentar mediar la eliminación del virus.  
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Una vez reclutado el sistema inmune adaptativo, pueden ocurrir dos escenarios. Si la 
respuesta inmune está bien orquestada, se mediará la lisis de las células infectadas, 
la neutralización de las partículas víricas y la fagocitosis y eliminación de células 
apoptóticas, con una inflamación moderada. Por el contrario, se puede dar un 
escenario en que la respuesta inmune no es capaz de eliminar rápidamente el virus, 
produciéndose una infiltración excesiva de los componentes del sistema inmunitario, 
llevando a una respuesta exacerbada con un alto grado de inflamación en el 
parénquima pulmonar y a un síndrome de liberación de citocinas (CRS) que pueda 
producir daños también a nivel sistémico20 . 

Se ha propuesto que el curso natural de la infección por COVID-19 podría dividirse en 
3 estadios diferenciados, con una severidad creciente en la sintomatología si la 
infección no logra resolverse (Figura 3):  

 Primer estadio: Infección temprana donde no hay sintomatología o esta es muy 
leve (fiebre y tos). 

 Segundo estadio: Afectación pulmonar que puede cursar con algunos síntomas 
como disnea o neumonía. 

 Tercer estadio: Hiperinflamación, la sintomatología es mucho más severa, 
cursando con síndrome agudo de dificultad respiratoria (ARDS), sepsis o CRS21. 

Debido a la alta expresión del receptor ACE2 en el sistema respiratorio, la mayoría de 
la sintomatología está asociada al daño en este tejido. Los principales estudios 
histopatológicos han descrito que el daño en el tejido pulmonar en los casos más 
severos se corresponde con un patrón de daño alveolar difuso, el cual puede dar lugar 
a ARDS.22 Debido al daño provocado en el epitelio alveolar, se ha descrito una 
disminución de la fibrinólisis. Esto implica cambios en el tejido alveolar que dificultan 
el intercambio de gases, generando hipoxia. Además, debido a la activación de la 
coagulación, donde juegan un papel clave las plaquetas y los neutrófilos, también se 
da la aparición de trombos fibróticos que pueden generar coagulopatías23. 

Debido al daño tisular y a la inflamación hay una alta infiltración inmune en el tejido, 
principalmente compuesta por monocitos y macrófagos, con un patrón de activación 
que produce una desregulación inflamatoria que limita la función de los linfocitos T. Se 
ha descrito que, en un gran porcentaje de los casos, una infiltración de linfocitos T se 
asocia a una mejor prognosis y recuperación en aquellos individuos con un COVID-19 
severo24–26. 
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Figura 3 Gráfico que muestra la evolución natural de la enfermedad de la COVID-19 en casos severos. 
Extraído de: Dos Santos WG,2020 

 

1.4.-Vacunación y protección frente a COVID-19 severo 

A partir de la introducción de diversas vacunas durante la pandemia de la COVID-19, 
se ha logrado una alta tasa de inmunización, protegiendo a prácticamente la totalidad 
de los individuos de los cuadros clínicos más severos 27,28. Sin embargo, se han definido 
ciertos grupos de la población que presentan una menor tasa de inmunización y que 
siguen teniendo un riesgo más elevado de padecer síntomas graves. Estos grupos 
incluyen principalmente a individuos que han recibido un trasplante de órgano sólido29–

34 e individuos que padecen ciertos tipos de cáncer, especialmente hematológicos35–38. 
La afectación sobre el sistema inmunitario en estos individuos impide que generen una 
respuesta adecuada a través de la vacunación. Aunque algunos estudios sugieren que 
el uso de múltiples dosis de recuerdo puede incrementar la tasa de inmunización en 
estos grupos 29,39, es necesario desarrollar terapias adicionales que puedan ayudar a 
combatir la infección en estas poblaciones de riesgo. 
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1.5.- Terapias frente a la COVID-19 

Durante la primera fase de la pandemia, la falta de opciones terapéuticas eficaces para 
tratar la COVID-19 llevó a la aprobación de diversos medicamentos que podían tener 
un efecto beneficioso sobre la enfermedad en base a resultados obtenidos in vitro, o a 
la eficacia demostrada para el tratamiento de otras enfermedades infecciosas. Sin 
embargo, muchos de estos medicamentos (hidroxicloroquina, lopinavir-ritonavir, 
ivermectin) no mostraron un beneficio clínico significativo en los ensayos clínicos 
llevados a cabo40. 

Solo unas pocas terapias han demostrado un efecto beneficioso.  Por ejemplo, el uso 
del Redemisvir ha mostrado eficacia a la hora de reducir el tiempo de recuperación en 
pacientes, siendo el único fármaco antiviral aprobado para el tratamiento de la COVID-
19 41,42. Otros antivirales como el Molnupiravir o el Nirmatrelvir han recibido una 
aprobación de urgencia debido a su eficacia a la hora de frenar la progresión de la 
enfermedad a estadios más severos o evitar la muerte de los pacientes43,44.  

Entre los agentes inmunomoduladores probados, la administración de 
corticosteroides, el uso de anticuerpos monoclonales contra el receptor de la IL-6 
(tocilizumab, sarilumab) y los inhibidores de las quinasas Janus (JAK) (baricitinib, 
tofacitinib) han demostrado un incremento de la supervivencia en pacientes con 
COVID-19 severo45–51. Además, la administración de plasma de pacientes 
convalecientes ha mostrado eficacia para reducir la mortalidad 52–54. Finalmente, el uso 
de anticuerpos monoclonales como casirivimab/imdevimab o el regdanvimab han 
demostrado eficacia a la hora de disminuir la sintomatología de la COVID-1955,56. 

 

1.5.1.- Terapias celulares para la COVID-19 

Dada la limitada eficacia de los fármacos tradicionales y las pocas opciones 
terapéuticas disponibles, se propuso el uso de tratamientos basados en la 
administración de células del sistema inmunitario para tratar la COVID-19. La 
propuesta se debe a la evidencia científica de que aquellos individuos con linfopenia 
asociada a la COVID-19 tienen una peor prognosis57, y a que una infiltración de 
linfocitos T se asocia con una mayor supervivencia 26.  

A continuación, se presentan las distintas aproximaciones testadas usando terapias 
celulares para tratar la COVID19: 

-Terapia con linfocitos T específicos de SARS-CoV-2: Debido al éxito demostrado en 
otro tipo de enfermedades infecciosas, se propuso el desarrollo de linfocitos T 
específicos contra antígenos del SARS-CoV-2. Los estudios realizados mostraron que 
estos linfocitos pueden responder contra antígenos virales y generar una respuesta 
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robusta y específica, demostrando su eficacia y seguridad para reducir la severidad de 
la enfermedad y favorecer la recuperación en ensayos clínicos 58,59.  

-Terapia con linfocitos natural killer (NK): Los linfocitos NK son cruciales para combatir 
infecciones virales. La respuesta mediada por los linfocitos NK se asocia directamente 
con una mayor supervivencia.  Por lo tanto, se propuso que la administración de estas 
células podría ayudar a frenar la progresión de la enfermedad. Los ensayos clínicos que 
se han llevado a cabo han evaluado su eficacia con resultados favorables 60.  

-Terapia con linfocitos T reguladores (Treg): Los linfocitos Treg mantienen la 
homeostasis de la respuesta inmunitaria. En la COVID-19 severa, una menor presencia 
de Treg podría contribuir a la desregulación inmune y al estado de hiperinflamación. 
Por ello, se ha propuesto su administración para controlar la respuesta inmune en 
individuos con un estado de hiperinflamación 61,62.  

-Terapia con linfocitos con receptor de antígeno quimérico (CAR): Debido al éxito de 
este tipo de terapia en el ámbito oncológico, se ha propuesto el uso de linfocitos CAR 
para reconocer y eliminar las células infectadas por el SARS-CoV-2. En estudios 
preclínicos, el uso de linfocitos CAR-T o CAR-NK con especificidad para el virus permite 
controlar la infección 63–65.  

 

2.-Terapia con receptores de antígenos quiméricos  

2.1.-Origen de los receptores de antígenos quiméricos 
Los primeros estudios en los que se propone la redirección de la especificidad de un 
linfocito T a través de un receptor quimérico datan de la década de los 90. En estos, se 
generaron un receptor quimérico, el cuál fusionaba por un lado la cadena variable 
pesada (VH) de una inmunoglobulina (Ig) con afinidad por la fosfatidilcolina o por el 
2,4,6-trinitrofenil a la cadena constante α del receptor de células T (TCR), y por otro lado 
la cadena variable ligera (VL) a la cadena constante β del TCR. En ambos casos, los 
resultados obtenidos demostraron que este receptor quimérico era capaz de mediar la 
activación de los linfocitos T a través de una señalización independiente de la 
presentación antigénica mediada a través del complejo mayor de histocompatibilidad 
(HLA) 66,67.   

Esta aproximación requería de la transducción simultánea con dos vectores diferentes 
(el que codifica para el tándem VH-TCRα, y el que codifica para el tándem VL-TCRβ) de 
manera que la eficiencia de obtención de células que co-expresasen ambos 
transgenes a la vez era baja. Para solventar este problema se propuso la fusión de las 
cadenas pesada y ligera de la región variable de la Ig en una sola cadena polipeptídica, 
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generando lo que se conoce como single chain variable fragment (scFv). Se fusionó el 
scFv a las subunidades de señalización CD3ζ o del Receptor FCγ (FcγR), obteniendo 
así una activación y citotoxicidad específica por parte de los linfocitos T modificados 
contra el antígeno e independiente de la presentación de HLA 68.   

 

2.2.-Componentes de los CAR 

Los CAR constan de cuatro dominios, que han sido ampliamente estudiados y tienen 
un impacto significativo sobre el funcionamiento de estos 69,70: 

·Dominio de unión: Para poder dirigir la especificidad del CAR hacia el antígeno 
deseado se utilizan principalmente dos tipos de moléculas: scFvs71,72 y moléculas que 
son el ligando natural del antígeno 73,74.  

Dentro de la selección de los scFv hay que tener en cuenta el diseño de estos. En 
estudios previos, se ha determinado que la orientación de las cadenas variables VH y 
VL puede ser crítica para el funcionamiento del CAR 75. Además, la afinidad y la fuerza 
de unión pueden alterar la señalización mediada a través de esta molécula quimérica76.  

Otro aspecto crítico en el diseño del scFv es el elemento conector. Este juega un papel 
importante en dar estabilidad al scFv, además de tener implicaciones en la 
multimerización y agregación de los CAR77. Este fenómeno de agregación puede 
comportar la aparición de señalización independiente del antígeno, dando lugar al 
agotamiento prematuro de los linfocitos CAR-T 78.  

·Dominio espaciador: Es el dominio del CAR que separa el dominio de unión del 
dominio transmembrana. Este dominio determina la flexibilidad y la accesibilidad del 
CAR al antígeno79. Normalmente, para antígenos más distales a la membrana de la 
célula diana se usan espaciadores más cortos, mientras que, para los antígenos más 
proximales, se usan espaciadores más largos76,80. 

·Dominio Transmembrana: Es la región encargada de transmitir la señal proveniente de 
los dominios extracelulares hacia el dominio intracelular. En la mayoría de los diseños, 
predomina el uso de los dominios transmembrana de las proteínas CD28, CD4 o CD870. 

·Dominio intracelular o dominio de señalización: En función de la generación de CAR a 
la que pertenezcan, esta región puede estar formada por uno o más dominios de 
señalización79. De forma similar a la activación fisiológica de los linfocitos T, se ha visto 
que los CAR requieren de una señal de activación, la cual esta mediada en la mayoría 
de los casos por el dominio de señalización CD3ζ. Este dominio se basa en los motivos 
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de activación del inmunoreceptor de tirosina (ITAM), que cuando son fosforilados 
permiten la transducción de la señal 81.  

Además, se ha visto que los CAR necesitan de una señal de co-estimulación, la cual ha 
permitido mejorar la proliferación, la persistencia y reducir el agotamiento de los 
linfocitos CAR-T, mejorando enormemente su eficacia clínica72,82–85. Esta co-
estimulación es mediada de manera fisiológica por la interacción de CD28 con los 
receptores CD80-CD86 de las células presentadoras de antígenos (APC). Cuando esta 
no se produce, los linfocitos T alcanzan rápidamente un estado de agotamiento 86. En 
el caso de los CAR, se han descrito diferentes dominios de co-estimulación, pero la 
mayoría están basados en los dominios intracelulares de CD28 y 4-1BB.  El uso de uno 
u otro dominio dota a los CAR de diferentes características. Mientras se ha descrito que 
el uso de CD28 genera una activación más rápida y potente del linfocito CAR-T, la co-
estimulación por 4-1BB genera una activación más moderada pero persistente en el 
tiempo 87,88. De hecho, se ha descrito que la persistencia de los CAR-T basados en el 
dominio CD28 no va más allá de los pocos meses, mientras que aquellos basados en 
4-1BB persisten durante años en el paciente 89,90. Estas diferencias hacen que el uso de 
uno u otro dominio pueda ser más conveniente en diferentes tipos de enfermedades 70. 

 

2.3.-Evolución de los CAR a lo largo del tiempo 

Debido a los buenos resultados en clínica, el interés por la investigación en el ámbito 
de los CAR ha crecido exponencialmente. Actualmente, se han generado múltiples 
propuestas de nuevos formatos de CAR, conocidas como generaciones de linfocitos 
CAR-T (Figura 4) 91: 

·CAR de primera generación: Son los primeros CAR que se generaron. Constan de un 
dominio de unión a antígeno, un dominio transmembrana y un dominio intracelular de 
activación basado en motivos ITAM. Pese a ser capaces de mediar la activación del 
linfocito T, no muestran respuesta en ensayos clínicos 92–94. 

·CAR de segunda generación: La estructura de estos CAR se basa en añadir un dominio 
de co-estimulación que mejora su proliferación y persistencia. Está compuesto por un 
dominio de señalización de las superfamilias de los receptores de Ig o de los receptores 
del factor de necrosis tumoral (TNFR). Con la adición de este dominio, se mejoró 
enormemente la tasa de respuestas terapéuticas en ensayos clínicos 86–88. 

·CAR de tercera generación: Los CAR de tercera generación presentan dos dominios 
de co-estimulación en su región intracelular. Normalmente, un dominio pertenece a la 
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familia de los receptores Ig y el otro a la de TNFR. Se ha descrito que tienen una mejor 
función efectora que sus antecesores 95–97. 

·CAR de cuarta generación:  Se caracterizan por ser capaces de secretar algún agente 
biológico, (p.ej. citocinas o anticuerpos monoclonales), que pueda remodelar el 
microambiente tumoral o bien que sea capaz de mediar de forma autocrina o paracrina 
una mayor activación del linfocito T 98,99. 

·CAR de quinta generación: La última generación de CAR se basa en los de la segunda 
generación, con un solo dominio de co-estimulación. La diferencia con estos es que se 
añade un dominio truncado del receptor Interleucina(IL)2Rβ. La señalización a través 
de este inicia la activación de la vía JAK-STAT, promoviendo la expresión de genes que 
mejoran la funcionalidad del CAR. Este nuevo módulo de señalización actúa como la 
señal correspondiente a la mediada por las citoquinas para la completa activación de 
los linfocitos T en un contexto fisiológico 91,100. 

 

 

Figura 4 Representación esquemática de la estructura proteica de las diferentes generaciones de 
moléculas CAR. Extraido de: N Tokarew, 2019 
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2.4.-Limitaciones actuales de la terapia CAR-T 

Pese al gran éxito de las terapias CAR-T, se ha visto este tipo de terapia presenta ciertas 
limitaciones (Figura 5): 

·Escape Antigénico: Pese a la alta tasa de respuesta duradera de las principales 
terapias CAR-T, dirigidas contra los antígenos CD19 y BCMA, se ha observado que un 
porcentaje de los individuos recae con la presencia de células tumorales que ya no 
expresan el antígeno o epítopo diana, haciéndose así resistentes al tratamiento.84,101  
Para intentar evitar este escape antigénico, se ha propuesto el uso de CARs duales o 
CARs en tándem para poder redirigir los linfocitos CAR-T hacia más de una molécula 
sobreexpresada en las células tumorales 102. 

·Toxicidad derivada de la actividad de los linfocitos CAR-T: Pese a ser una gran 
herramienta terapéutica, el uso de la terapia CAR-T no está exento de efectos 
secundarios no deseados. Se pueden identificar diferentes tipos de efectos tóxicos 
derivados del uso de esta terapia: 

-Síndrome de liberación de citocinas (CRS): Este efecto adverso se debe a la 
propia activación de los linfocitos CAR-T infundidos en el paciente. Al encontrar 
el antígeno contra el que van dirigidos, la actividad de los linfocitos genera un 
ambiente proinflamatorio resultando en altos niveles de citocinas 
inflamatorias, como Interferón(IFN)γ, IL-6, IL-10 o  el factor estimulador de 
colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF)103,104. La sintomatología 
asociada a un CRS puede ir desde un cuadro clínico leve, hasta un fallo 
multiorgánico e incluso la muerte del paciente. 

Se ha asociado la severidad del CRS a diversos factores, entre los que destacan 
el régimen de condicionamiento previo a la infusión del tratamiento, la dosis de 
CAR-T y la carga tumoral del paciente 84,105. Se han descrito diversas vías para 
tratar los síntomas asociados al CRS, como la administración de tocilizumab 
(bloqueante del receptor de la IL-6), o tratamiento inmunosupresor con 
corticosteroides de amplio espectro 84,106.  

-Neurotoxicidad (ICANS): Los mecanismos por los cuales ocurre la 
neurotoxicidad aún no han sido dilucidados. Se asocia en la gran mayoría de 
casos al CRS. Se postula que una inflamación periférica debida a la actividad 
de los linfocitos CAR-T podría provocar una inflamación en el sistema nervioso 
mediada por células mieloides, macrófagos y la microglía107. Las 
manifestaciones clínicas de este efecto adverso van des de afasia, disgrafía y 
temblores, hasta convulsiones o coma en los casos más graves108. 
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Normalmente, esta neurotoxicidad es tratada con corticosteroides, 
revertiéndose los síntomas en la mayoría de los casos107. 

-Toxicidad On-target off-tumor:  Al diseñar un CAR, se suele redirigir la 
especificidad hacía antígenos que se sobreexpresan en las células diana. Pero 
en la mayoría de los casos, estos antígenos también se expresan en tejidos 
sanos. De esta manera, los linfocitos CAR-T podrían mediar su efecto sobre 
tejidos sanos, pudiendo tener implicaciones leves o severas 109. En la mayoría 
de los pacientes tratados con CAR dirigidos a marcadores de células B se ha 
descrito una aplasia de estas células que puede llevar a la aparición de 
infecciones oportunistas, que pueden ser resueltas mediante transfusión de 
inmunoglobulinas 110. En otros escenarios más graves, este tipo de toxicidad ha 
llevado a la muerte del paciente, como se describió en un ensayo clínico para 
un CAR dirigido contra HER2 111. 

La mayoría de los individuos tratados con la terapia CAR-T manifiestan al menos algún 
efecto adverso asociado a la actividad del tratamiento112. Para evitar esta toxicidad se 
ha puesto el foco en limitar la actividad del linfocito CAR-T, a través del uso de CARs 
duales 113, o estrategias que terminen con su actividad como los shut-off CARs 114 o el 
uso de genes suicida 115. 

·Baja tasa de respuesta en tumores sólidos: El éxito obtenido en tumores 
hematológicos no se ha podido trasladar a los denominados tumores sólidos, por dos 
motivos principales. El primero, la presencia de barreras físicas como el estroma 
tumoral o la alta densidad de matriz extracelular en los tumores que impiden una mayor 
infiltración de los linfocitos T en el tumor 116. Para solventar este inconveniente, se está 
estudiando la administración intratumoral de la terapia 117,118, la sobrexpresión de 
quimioreceptores que mejoren el tráfico hacia el tumor,119 o bien la expresión de 
enzimas que permitan degradar la matriz extracelular 120, facilitando así la infiltración. 

El segundo factor limitante es el microambiente tumoral. Dentro del tumor 
encontramos diferentes tipos celulares (macrófagos asociados al tumor, fibroblastos 
asociados al tumor, células supresoras de origen mieloide o linfocitos Treg) que son 
capaces de ejercer un efecto inmunosupresor sobre los linfocitos CAR-T, limitando así 
la persistencia de su actividad citotóxica116. Para mitigar esta inmunosupresión, se 
están diseñando CARs de cuarta generación, o se intenta impedir la señalización a 
través de receptores implicados en la inmunosupresión, ya sea a partir de la 
combinación con anticuerpos bloqueantes contra moléculas como la proteína de 
muerte celular programada 1 (PD-1) o el antígeno de linfocitos T citotóxicos 4 (CTLA-
4)121, o la generación de linfocitos T deficientes para estos receptores mediante el uso 
de tecnología de edición génica122. 
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Finalmente, también cabe destacar la alta heterogeneidad en los antígenos asociados 
a tumor (TAA) expresados en los tumores sólidos. De hecho, se ha descrito que la 
expresión de estos TAA hacia los que dirigir el CAR puede ser muy diferente entre 
individuos, pero también entre el tumor primario y el metastático del mismo paciente, 
lo que significa que en algunos casos la terapia CAR-T puede no ser efectiva porque 
algunas células tumorales escaparían del reconocimiento por parte de los linfocitos 
modificados123. 

 

·Manufactura y accesibilidad de los productos CAR-T: Actualmente, el proceso de 
producción de la terapia CAR-T es un proceso con un alto coste económico, limitando 
la accesibilidad a este tratamiento. Además, el proceso de manufactura conlleva un 
tiempo de producción largo, que puede resultar en retrasos en la administración del 
producto terapéutico, siendo un punto crítico porque en determinados pacientes la 
enfermedad progresa rápidamente124–126. 

Para intentar mediar un abaratamiento de los costes y una reducción en el tiempo de 
administración, se están intentando implementar métodos de producción como el 
point-of-care, en que la manufactura de la terapia se lleva a cabo en el propio 
hospital127,128. Otra aproximación sobre la cual se está investigando actualmente, y que 
se ha probado ya ensayos clínicos, es el uso de un producto CAR-T alogénico129. 
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Figura 5 Representación esquemática de las principales limitaciones de la terapia CAR-T. Incluyendo 
los problemas de toxicidad, accesibilidad, baja tasa de respuesta en tumores sólidos y el escape 
antigénico debido a la modificación del antígeno asociado a tumor (TAA) contra el que se dirige la terapia. 
Generado a través de BioRender 

 

3.-Generación de linfocitos CAR-T alogénicos 

Normalmente, la producción de las terapias CAR-T se lleva a cabo de forma autóloga. 
Es decir, se extraen los linfocitos T del propio paciente y se modifican genéticamente 
para que expresen el CAR. El otro método de producción de esta terapia es la 
producción alogénica, donde los linfocitos T provienen de un donante sano 130. Pese a 
que la diferencia principal solo es la fuente de los linfocitos T, se ha descrito que el uso 
de una u otra forma de producción puede presentar beneficios o inconvenientes 
respecto la otra131: 
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·Calidad del producto terapéutico: Debido a que los pacientes que llegan a ser tratados 
con una terapia CAR-T autóloga han pasado por múltiples líneas de tratamiento, 
además generalmente estos pacientes manifiestan linfopenia, así como una mayor 
proporción de linfocitos T exhaustos, la calidad del producto administrado se 
considera sub-óptima 132,133.  En contraste, los linfocitos T provenientes de un donante 
sano no han sido sometidos a tratamientos agresivos, encontrándose en un estado 
óptimo para efectuar su función 134. 

·Tiempo de producción/administración: El tiempo estimado para la producción de una 
terapia CAR-T, sin tener en cuenta el tiempo del control de calidad, se estima en unos 
10-14 días si no hay algún contratiempo asociado a la propia manufactura. En el peor 
de los casos, este tiempo puede demorarse hasta meses. En este tipo de 
enfermedades linfoproliferativas, la progresión de la enfermedad es rápida. Durante el 
tiempo de producción, los pacientes pueden padecer complicaciones en su estado de 
salud que les impida recibir la administración de la terapia 85,135.  

En una producción de linfocitos CAR-T de forma alogénica, el producto terapéutico 
puede estar manufacturado con antelación, de manera que se pueda administrar al 
paciente en el momento que este lo requiera(off-the-shelf). 

·Posibilidad de producción a gran escala: Al hacer producción de forma autóloga, se 
está generando un producto personalizado. Además, debido a la urgencia de la 
administración del producto terapéutico, a la poca cantidad inicial de linfocitos T y a la 
imposibilidad de alargar la expansión de los linfocitos en el tiempo, es difícil obtener un 
número elevado de linfocitos CAR-T con los que obtener más de una dosis del producto 
terapéutico. Sin embargo, la producción alogénica, en tanto que no es un producto 
personalizado, permitiría la administración de este a varios individuos. Además, podría 
realizarse una producción a gran escala para la obtención de una gran cantidad de 
linfocitos CAR-T con los que generar múltiples dosis del producto terapéutico 136. 

-Aparición de efectos secundarios: La producción de forma autóloga no presenta 
problemas de histocompatibilidad. Por el contrario, los linfocitos T provenientes de 
donantes sanos pueden no ser compatibles con el haplotipo de HLA del paciente. Esta 
incompatibilidad puede dar lugar a una respuesta alogénica de los linfocitos CAR-T 
hacia los tejidos del paciente, generándose una enfermedad de injerto contra receptor 
(GvHD). Esta puede causar una gran cantidad de efectos adversos, que, en casos 
extremos, pueden poner en riesgo la vida del paciente 131. 
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·Persistencia del producto terapéutico:  Dentro del mismo contexto de 
histocompatibilidad, los linfocitos T provenientes de un donante alogénico pueden ser 
reconocidos y eliminados por el sistema inmune del paciente. Esto conllevaría a una 
persistencia limitada de los linfocitos CAR-T en el paciente, comprometiendo el efecto 
terapéutico de esta terapia 137.  

El uso de una fuente alogénica de linfocitos T para la producción de terapias CAR-T 
podría solventar alguna de las limitaciones cómo la accesibilidad o la calidad del 
producto terapéutico, siempre y cuando se consiga eliminar la aparición de los efectos 
no deseados como el GvHD o el rechazo del producto terapéutico. 

 

Tabla 1 Tabla comparativa sobre las principales características de la producción de terapias CAR-T de 
forma autóloga o alogénica 

 

3.1.-Respuesta alogénica y aloreconocimiento 

Hace muchos años se estableció que, debido a la disparidad genética entre individuos, 
sean o no de la misma especie, existe un rechazo de las células o tejidos que se 
intentan trasplantar dentro de un organismo multicelular. Este rechazo recibe el 
nombre de respuesta alogénica 138,139. En mamíferos, esta respuesta alogénica es la que 
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provoca el rechazo de un órgano trasplantado. En este caso la incompatibilidad 
genética está determinada por la expresión de los antígenos de histocompatibilidad 
menores, pero principalmente por las moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad 140,141. 

Los genes que codifican para las moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad son altamente polimórficos. La principal función de estas 
moléculas es la presentación antigénica, permitiendo a las células del sistema inmune 
distinguir entre aquello que es propio y lo foráneo. Las moléculas de complejo mayor 
de histocompatibilidad se dividen en dos grupos: moléculas de clase I y de clase II. Las 
diferencias entre estas dos radican principalmente en la estructura proteica y en que 
la expresión de las moléculas de clase II tan solo se produce en las células 
presentadoras de antígenos, aunque su expresión también se ha descrito en linfocitos 
T activados 142. 

·HLA de clase I: Son heterodímeros formados por una cadena α, que puede provenir de 
la expresión de tres genes distintos (HLA-A, HLA-B o HLA-C), y una cadena constante 
denominada β-2 microglobulina 142. El proceso de presentación antigénica a través de 
las moléculas de clase I ocurre de la siguiente manera: 

En primer lugar, se da la traducción de la cadena α y de la β2m, las cuales son 
translocadas al RE. Una vez en el RE, ambas cadenas se ensamblan para formar una 
molécula de HLA de clase I vacía.  Seguidamente, se carga el complejo vacío a través 
de la interacción con el complejo de carga de péptidos, formado por la ATPasa TAP, y 
la tapasina. Una vez completada la carga, la molécula HLA-péptido entrará en la vía de 
secreción para ser expresada en superficie celular, donde podrá ser reconocida por los 
linfocitos T CD8+ 143. 

·HLA de clase II: Son heterodímeros formados por una cadena α y una cadena β 
polimórficas. Dentro de estas moléculas encontramos tres loci distintos: HLA-DP, 
HLA-DQ y HLA-DR. Dentro de cada locus hay dos genes que codifican para la cadena α 
y la cadena β de cada uno de los subtipos de HLA de clase II 142. El proceso de 
presentación antigénica a través de moléculas de clase II ocurre por una vía diferente 
al de clase I: 

Durante la síntesis de las cadenas α y β en el RE, estas se ensamblan en un complejo 
ternario junto a una cadena polipeptídica denominada como cadena invariante.  Este 
complejo ternario es transportado a un compartimento vesicular conocido como el 
compartimento de procesamiento antigénico. En este, se produce el intercambio de la 
cadena invariante por un péptido, en un proceso dependiente de la proteasa CLIP y de 
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la enzima HLA-DM. Una vez formado el complejo HLA-péptido, este es expresado en la 
superficie celular donde será reconocido por los linfocitos T CD4+ 144.  

Durante el desarrollo de los linfocitos T, estos son seleccionados para mediar una 
respuesta contra péptidos foráneos presentados por las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad propias. A través de este proceso, los linfocitos T propios 
son capaces de reconocer como extrañas las moléculas de HLA con un polimorfismo 
diferente para el cuál no han sido seleccionados. Este reconocimiento de moléculas 
de HLA foráneas es el principal mecanismo a través del que se genera una respuesta 
alogénica 145.  

Los primeros estudios mostraban una alta frecuencia de linfocitos T reactivos frente a 
complejos HLA-péptido alogénicos, lo que llevo a pensar que era una respuesta 
degenerada e independiente del péptido presentado. Sin embargo, con el paso del 
tiempo, se llegaron a encontrar linfocitos T reactivos específicos para un péptido en un 
contexto alogénico, sugiriendo que la naturaleza de la especificidad en la respuesta 
alogénica puede ser más compleja. A nivel molecular, se ha descrito que la interacción 
de un TCR con un HLA-péptido alogénico es muy similar a la interacción convencional 
de un TCR con una HLA-péptido propio 146.   

 

3.2.- Patofisiología y mecanismos moleculares de la respuesta alogénica 

Dentro de la respuesta alogénica, se identifican tres mecanismos o vías diferentes 
(Figura 6): 

1. Vía directa: En esta vía, los leucocitos residentes en el tejido injertado pueden 
migrar de este hacia los nódulos linfáticos. Una vez allí, los linfocitos T del 
receptor pueden reconocer directamente las moléculas de HLA foráneas 
presentes en los leucocitos alogénicos, iniciando así una respuesta frente al 
tejido injertado 147,148. 
 

2. Vía indirecta: Esta respuesta es también mediada por los linfocitos T, pero en 
este caso participan las APC. Las APC pueden fagocitar células del tejido 
injertado y presentar, a través de sus moléculas de HLA, péptidos foráneos del 
injerto. Estos péptidos pueden ser reconocidos por los linfocitos T, 
generándose una respuesta contra el tejido injertado 149,150.  
 
 

3. Vía semidirecta: Esta vía se caracteriza porque una APC adquiere en su 
superficie una molécula de HLA-péptido del injerto. Los linfocitos T pueden 
reconocer esta molécula exógena en la membrana de la APC y mediar una 
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respuesta. Se denomina “semidirecta” porque el HLA foráneo es reconocido en 
una célula propia 151. Aunque estudios más recientes especulan que esta vía 
“semidirecta” podría ser una forma de obtener las moléculas de HLA 
alogénicas del injerto para ser luego presentadas e iniciar la verdadera 
respuesta a través de la vía indirecta 152. 

 

 

Figura 6 Representación esquemática del aloreconocimiento a nivel molecular y (B) de las principales 
vías de reconocimiento en un contexto de trasplante alogénico. Generado a través de BioRender 

La caracterización de esta respuesta se dio en un contexto de trasplante de un órgano 
sólido o un injerto de piel en un huésped inmunocompetente. Sin embargo, la forma en 
que ocurre esta respuesta alogénica cambia si el tejido trasplantado es el tejido 
inmunitario, como en el trasplante de progenitores hematopoyéticos o de médula 
ósea.  

En este contexto, la respuesta alogénica puede mediarse en la dirección opuesta, 
donde los linfocitos trasplantados pueden reconocer a las células del receptor como 
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extrañas. Esta respuesta alogénica se conoce como GvHD y se caracteriza por una 
inflamación exacerbada y la destrucción de las células del tejido del paciente, en un 
proceso que incluye 3 fases diferenciadas (Figura 7) 153,154: 

1.- Fase de activación de las APC: Esta fase ocurre antes de la infusión de los linfocitos 
T provenientes del paciente. En el contexto de un paciente que recibirá un trasplante 
de linfocitos T o progenitores hematopoyéticos, el tratamiento con quimioterapia 
previa o el uso de los fármacos para el condicionamiento previo al trasplante generan 
un daño sobre los tejidos del individuo, especialmente en el tracto gastrointestinal. 
Este daño provoca un estado de inflamación, que se manifiesta con la secreción de 
diferentes citocinas proinflamatorias, alarminas y DAMPs, y una mayor expresión de 
moléculas de adhesión en los tejidos afectados 155–158. Estas señales promueven la 
migración de las APC del receptor hacia la zona del daño, donde se activarán y luego 
retornarán a los tejidos linfáticos secundarios para mediar la presentación 
antigénica159. 

2.- Fase de activación y migración de los linfocitos T alogénicos 

Una vez infundidos en el paciente, los linfocitos T empezaran a recircular por los 
órganos linfoides secundarios. En este espacio, los linfocitos T pueden encontrarse 
con las APC previamente activadas, que podrán estimular a los linfocitos T alogénicos 

160,161. La activación de los linfocitos T promueve cambios en la expresión génica, 
destacando un incremento en la expresión genes asociados a la producción de 
citocinas y a moléculas de adhesión y migración. Este cambio en el patrón de expresión 
permite a los linfocitos migrar hacia el tejido dañado 153,154,162. 

3.- Fase efectora y de destrucción del tejido 

Una vez que los linfocitos T llegan al tejido dañado, median su actividad citotóxica en 
los tejidos del paciente a través de mecanismos de lisis y muerte celular. 163 Además, 
estos linfocitos también secretan citocinas que promueven un ambiente inflamatorio 
exacerbado 164,165.  

La severidad del cuadro clínico debido a la GvHD depende de la fase efectora y de los 
tejidos afectados, así como de la intensidad de la respuesta. Aunque la GvHD puede 
ocurrir en cualquier tejido, los más afectados suelen ser la piel, el hígado y el tejido 
gastrointestinal. De hecho, la evaluación clínica de esta enfermedad se hace en base 
al grado de afectación de estos tejidos (Tablas 2 y 3) 153,166. 
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Figura 7 Representación esquemática de mecanismo patofisiológico del GvHD por fases: 1. Fase de 
activación de las APC del huésped debido al daño provocado en los tejidos por el efecto del 
condicionamiento o el uso de fármacos previos. 2. Fase de activación de los linfocitos T del donante 
alogénico a través de su interacción con las moléculas de HLA del huésped presentadas por las APC. 3. 
Fase de destrucción de los Tejidos del huésped, mediada a través de la actividad de los linfocitos T CD4 y 
CD8 a través de la acción de diferentes compuestos (TNF, granzimas o perforinas). Generado a través de 
BioRender 
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Tabla 2 Clasificación de la severidad de las manifestaciones clínicas asociadas a GvHD. Extraído de 
doi:10.1007/978-3-030-02278-5_43 

 

Tabla 3 Escala de gradación de GvHD en base a las manifestaciones clínicas. Extraído de doi: 
10.1007/978-3-030-02278-5_43 

En el contexto de una terapia CAR-T alogénica, se daría el caso de que estaríamos 
infundiendo linfocitos T que, pese a expresar una molécula CAR, aún conservan la 
expresión de su TCR endógeno. Este TCR endógeno podría reconocer las moléculas de 
HLA-péptido del paciente y mediar una respuesta alogénica contra los diferentes 
tejidos del paciente a través de la vía directa, generando así una GvHD 131. A su vez, el 
sistema inmune del paciente también puede reconocer las moléculas de HLA-péptido 
expresadas en los linfocitos CAR-T que han sido infundidos. A través de las vías directa 
o indirecta, puede producirse un rechazo de los linfocitos CAR-T. En este caso, el 
principal inconveniente es que la desaparición de los linfocitos CAR-T haría que se 
perdiese el posible efecto terapéutico 137,167. 

Para mitigar estos efectos secundarios que limitan la implantación de las terapias CAR-
T alogénicas, se está investigando el uso diferentes fuentes y estrategias. 
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3.3.-Estrategias para evitar la aparición de GvHD 

Actualmente, las principales estrategias para generar terapias CAR-T alogénicas se 
pueden clasificar en dos grupos. El primer grupo incluye las estrategias que se basan 
en la obtención de una fuente de células menos propensas a generar una respuesta 
alogénica. El segundo grupo comprende las estrategias que se basan en la 
modificación génica de los linfocitos T para inhibir la expresión de las moléculas y los 
receptores involucrados en la respuesta alogénica (Figura 8) 131.  

 

Figura 8 Representación esquemática de las principales fuentes de linfocitos para realizar una 
terapia CAR de forma alogénica. Adaptado de: Aparicio C, 2023 

 

3.3.1.- Células Natural Killer 

Los linfocitos NK son células del sistema inmunitario innato con gran capacidad 
citotóxica, comprobada en modelos murinos y ensayos clínicos. Comparados con los 
linfocitos T, presentan ventajas, como no causar GvHD y evitar los efectos tóxicos de 
los linfocitos CAR-T, como el CRS y la neurotoxicidad. Además, pueden reconocer 
células tumorales sin la necesidad de HLA, además, la expresión de HLA se reduce en 
tumores como un mecanismo para evadir al sistema inmune adaptativo 168. 
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A pesar de sus beneficios, el uso de células NK en terapias CAR enfrenta retos 
significativos. El primero es la limitada disponibilidad de estas células a partir de sangre 
periférica, lo que dificulta la obtención de una cantidad suficiente para terapias. Si bien 
la sangre de cordón umbilical ofrece mejores cantidades, su acceso es limitado. 
Además, los métodos actuales de expansión ex vivo, basados en citocinas, no logran 
una proliferación adecuada. El uso de células feeder ha mostrado mejores resultados, 
aunque con riesgos de contaminación del producto con estas células accesorias 169. 

Otro desafío es la baja eficiencia en la transducción de las células NK con vectores 
lentivirales, lo que podría solucionarse con mejoras en la ingeniería de estos 
vectores170. 

A nivel funcional, las células NK tienen baja persistencia in vivo y son vulnerables al 
microambiente tumoral, lo que limita su efectividad 171. Varias líneas de investigación 
buscan mejorar la persistencia y el tráfico hacia los tumores de los CAR-NK, ya sea 
mediante la secreción de IL-15 o la optimización de los dominios de señalización del 
CAR para que se adapten mejor a la biología de estas células 172. Aunque ya hay algunos 
ensayos clínicos probando alguna de estas nuevas aproximaciones, la información de 
la que se dispone es insuficiente para asegurar si estas estrategias son capaces de 
solventar la persistencia limitada del tratamiento 168. 

3.3.2.- Linfocitos T γδ 

Los linfocitos γδ son un grupo de linfocitos T que expresan un TCR no clásico basado 
en las cadenas gamma y delta. En un individuo adulto, este tipo de linfocitos representa 
una baja proporción de los linfocitos en sangre periférica (alrededor del 5%) 173.  Esta 
clase de linfocitos no recircula por los tejidos linfoides secundarios, sino que se 
encuentran en diferentes tejidos como la piel, la mucosa intestinal o el parénquima 
pulmonar. Esto se debe a que su función principal es actuar como una primera línea de 
defensa frente a agentes infecciosos. Además, juegan un papel crucial en la 
inmunovigilancia tumoral; de hecho, una mayor infiltración de estos linfocitos en 
algunos tumores sólidos se correlaciona con una mejor prognosis 174,175. 

Se caracterizan por tener rasgos atribuibles a la inmunidad innata, ya que el 
reconocimiento de cuerpos foráneos es independiente de la presentación antigénica a 
través de los complejos de HLA 174. Pese a ello, mantienen la capacidad de formar 
memoria inmunológica 176. 

Se ha demostrado la eficacia de la combinación de estos linfocitos γδ con la expresión 
de una molécula CAR en diferentes modelos preclínicos de enfermedad 173,177. Además, 
al no reconocer las moléculas de HLA, se ha observado que no generan GvHD al ser 
trasplantadas en un individuo alogénico, siendo una fuente atractiva para la generación 
de terapias alogénicas 178.  
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Sin embargo, su aplicación presenta ciertos inconvenientes debido a la escasez de 
estos en sangre periférica, a su baja tasa de expansión ex vivo y su persistencia limitada 

179.También se ha descrito que en algunos casos algunos subtipos de linfocitos γδ 
pueden mediar un efecto protumorigénico, en parte debido al efecto que puede tener 
el microambiente tumoral sobre el fenotipo de estos linfocitos. Por lo tanto, es 
necesaria más investigación para dilucidar en que tipos tumorales es más conveniente 
su uso 175,180. 

3.3.3.-Linfocitos T específicos para virus (VST) 

El uso de linfocitos T específicos para antígenos virales había generado respuestas 
beneficiosas a la hora de combatir infecciones virales. En estos ensayos clínicos, se 
observó una sintomatología de GvHD atenuada o inexistente, asociada a la 
especificidad de los linfocitos T infundidos hacia antígenos virales. De esta forma, se 
estableció que el uso de linfocitos VST era seguro en un contexto de trasplante 
alogénico 181,182.  Se procedió a validar el uso de linfocitos VST en terapia CAR-T. Tanto a 
nivel preclínico como en ensayos clínicos se ha demostrado que los linfocitos CAR-T 
generados a partir de VST son seguros y además son capaces de generar una respuesta 
efectiva contra el antígeno tumoral hacía el que se han redirigido. También se ha 
descrito que estos linfocitos mantienen su reactividad contra antígenos virales, 
pudiendo así proporcionar un efecto de protección frente a enfermedades infecciosas, 
que suelen ser recurrentes en pacientes sometidos a una terapia CAR-T 183,184. 

Por el contrario, el uso de estos VST-CAR requiere de un proceso de manufactura más 
largo de lo habitual 183. La principal propuesta para el uso de esta terapia va ligada a la 
creación de un biobanco generado a partir de donantes con diferentes haplotipos de 
HLA, lo que requiere de la capacidad de tener una gran infraestructura que permita el 
almacenamiento de una gran cantidad de productos. Además, en los diferentes 
ensayos se ha visto que la persistencia en sangre de los linfocitos VST es limitada en el 
tiempo debido al rechazo mediado por el sistema inmune del paciente en aquellos 
casos en que hay disparidad en los haplotipos de HLA 185. 

 

3.3.4.- Subpoblaciones de linfocitos T de memoria 

Durante el proceso de maduración de los linfocitos T naive hacia un fenotipo efector, 
se generan diferentes subpoblaciones de linfocitos que comúnmente reciben el 
nombre de linfocitos de memoria. 

Se ha descrito que los linfocitos T de memoria son menos propensos a producir una 
respuesta alogénica. Esto se debe a que presentan un repertorio de TCR menos 
complejo que los linfocitos T naive, lo que reduce la probabilidad de responder a un 
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estímulo alogénico. Algunos grupos de investigación han demostrado que, aunque 
dentro de este conjunto de linfocitos T de memoria hay algunos linfocitos aloreactivos, 
estos son incapaces de mantener una respuesta duradera durante el trasplante.  
Dentro de este contexto, se han descrito métodos para generar linfocitos CAR-T a partir 
del conjunto de linfocitos T de memoria, demostrando que estos mantienen una buena 
capacidad de lisis frente a las células diana y una menor aloreactividad 186–189.  

El principal inconveniente es durante el proceso de expansión ex vivo, donde se genera 
un alto porcentaje de linfocitos de memoria efectora, que tienen una menor 
persistencia que los linfocitos naive o de memoria central, lo que puede llevar a 
comprometer la respuesta de la terapia a largo plazo 190,191. 

 

3.3.5.- Células CAR-T derivadas de iPSC  

El uso de células iPSC tiene como gran ventaja su alta capacidad de proliferación y 
autorrenovación. Este tipo de estrategia permitiría la generación de biobancos con 
iPSC con diferentes haplotipos de HLA. Si generásemos iPSC a partir de progenitores 
hematopoyéticos, al diferenciarlos a linfocitos T tendríamos un repertorio de TCR 
amplio, que podría dar lugar a aloreactividad. Por ello, normalmente se aísla un clon de 
linfocito T maduro con un TCR de especificidad conocida para generar una colonia de 
iPSC a partir de este. Usualmente, esta especificidad suele ser contra un neoantígeno 
tumoral. Otra estrategia posible, es realizar un knock-out en el locus TRAC que codifica 
para la cadena alfa del TCR. Cualquiera de estas dos vías evitaría la aparición de una 
respuesta alogénica indeseada 192,193. 

Las estrategias para generar linfocitos CAR-T a partir de estas iPSC pueden ser dos: 
modificar genéticamente la colonia de iPSC, o modificar los linfocitos T re-
diferenciados194,195. Ambas estrategias han dado buenos resultados en estudios 
preclínicos, pero necesitan de una mayor dosis de linfocitos CAR-T para conseguir el 
control del tumor. Esto podría deberse a que la generación de linfocitos T a partir de 
iPSC tan solo genera linfocitos CD8+, y que las características de estos son más 
propias de los linfocitos asociados a la inmunidad innata. Sin embargo, a través de la 
modulación de la señalización proveniente del TCR o el CAR, se pueden generar 
linfocitos con un fenotipo asociado a la inmunidad adaptativa 196. 

Los principales inconvenientes asociados a esta estrategia vienen derivados de la 
complejidad técnica de trabajar con cultivos de iPSC, el sobrecoste añadido de los 
materiales necesarios para la generación de iPSC y la diferenciación de estas a 
linfocitos T. Además, el uso de iPSC requeriría de un control más exhaustivo para evitar 
la presencia de células no diferenciadas en el producto terapéutico final 197,198.  



Introducción 
 

51 
 

3.3.6.-Linfocitos T αβ modificados genéticamente 

Los linfocitos αβ han sido la principal fuente celular para terapia CAR-T. La alta 
disponibilidad de estos en sangre periférica y el amplio conocimiento en su cultivo y 
expansión ex vivo permiten obtener una gran cantidad de células para el tratamiento 
CAR.  Las principales estrategias para generar linfocitos T que no causen una respuesta 
alogénica se basa en impedir la expresión del TCR en la superficie del linfocito T, a 
través del silenciamiento o la disrupción de la expresión de los loci TRAC o TRBC 199.  

El uso de estos linfocitos T modificados genéticamente para evitar la respuesta 
alogénica supone una ventaja sobre las fuentes alternativas, ya que hay una amplia 
disponibilidad de linfocitos T αβ de sangre periférica. Además, estos linfocitos 
presentan la ventaja de ser capaces de generar memoria inmunológica, y no dependen 
de protocolos de expansión más duraderos donde se generan un mayor número de 
linfocitos con fenotipo efector 199,200.  

 Las principales estrategias de modificación de linfocitos αβ se basan en el knock-out 
de genes a través de herramientas de edición génica, aunque también se han 
desarrollado estrategias de silenciamiento a través de RNA de interferencia. 

 

3.3.6.1.- Estrategias de silenciamiento 

El silenciamiento de genes es un proceso fisiológico que regula la expresión de 
proteínas a nivel del RNA mensajero. Este proceso fue descrito por primera vez en 
animales en la década de los 90, y se observó que el agente que mediaba esta represión 
de la expresión génica era una molécula de RNA pequeña de doble cadena. A partir de 
estos descubrimientos se definieron los mecanismos moleculares detrás del 
silenciamiento génico mediado por estos RNA de interferencia, y se descubrió que 
estas moléculas también estaban codificadas en el genoma celular en lo que 
conocemos como micro RNA (miRNA). Hay dos vías principales para la generación de 
RNA de interferencia (Figura 9): la vía endógena, basada en los microRNA fisiológicos, 
y la vía exógena, basada en la administración de precursores de estos iRNA cómo 
dsRNA o siRNA 201,202. 

·Vía endógena: La transcripción da lugar a los micro RNA primarios (pri-miRNA) en el 
núcleo. Estos son procesados en el núcleo a través de la actividad de DROSHA para 
generar pre-miRNA. Los pre-miRNA son posteriormente exportados al citosol, donde 
son reconocidos por las proteinas TRBP, Dicer y Argonauta, generándose el Risc 
loading complex (RLC). Este RLC posteriormente descarta una de las hebras de la 
cadena de dsRNA, generándose el complejo de silenciamiento por RNA (RISC) maduro, 
el cuál mediará el silenciamiento del mRNA específico.  
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·Vía exógena: Las moléculas de siRNA o dsRNA sintéticas son administradas en el 
citosol, donde rápidamente son reconocidas por la proteína Dicer, TRBP y Argonauta, 
formando el complejo RLC, y posteriormente el complejo RISC maduro que podrá 
mediar el silenciamiento de mRNA específico. 

 

Figura 9 Representación esquemática del proceso de silenciamiento a través de RNA de 
interferencia. Adaptado de: A Hernández-Soto, 2021 

Pese a que este tipo de tecnología es muy adecuada para mediar el bloqueo de la 
expresión de genes de interés, se ha descrito que su aplicación comporta la aparición 
de efectos no deseados o subóptimos: 

·Silenciamiento off-target: En algunos casos la secuencia de nucleótidos diseñada 
para mediar el silenciamiento de algunos genes puede estar compartida parcialmente 
por otros mRNA diferentes al de interés. Asimismo, debido a que Argonauta ha de 
seleccionar una de las dos cadenas que forman el RNA de interferencia, puede 
seleccionar la hebra de RNA no deseada, pudiendo actuar sobre otros mRNA. A través 
de estos mecanismos podría darse el silenciamiento de genes de manera no 
específica, pudiendo afectar deletéreamente a la célula modificada o mediar un efecto 
oncogénico 203–205. 
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·Silenciamiento parcial o incompleto: En múltiples estudios realizados a lo largo del 
tiempo se ha descrito que no todos los iRNA son capaces de mediar un silenciamiento 
completo del mRNA contra el que están dirigidos, manteniéndose una expresión 
residual de la proteína que se pretende silenciar 206.  

·Dificultad a la hora de conseguir el silenciamiento de múltiples genes:  Otra de las 
limitaciones de esta tecnología es la dificultad que se ha descrito a la hora de mediar 
el silenciamiento de múltiples genes a la vez. Pese a que a nivel fisiológico los pri-
miRNA contienen múltiples secuencias de silenciamiento, el diseño de pri-miRNA 
transgénicos para silenciar genes de interés no ha obtenido muy buenos resultados 207. 
Aunque hay algunos grupos de investigación que recientemente han conseguido 
generar plataformas de pri-miRNA que son capaces de silenciar múltiples genes a la 
vez en linfocitos T 208. 

Pese a que esta tecnología de silenciamiento se conoce des de hace mucho tiempo, su 
uso a la hora de generar linfocitos CAR-T αβ modificados para impedir la expresión de 
moléculas como el complejo del TCR o HLA no ha sido ampliamente explorada. De 
hecho, en la actualidad tan sólo hay un ensayo clínico en marcha que esté utilizando 
linfocitos alogénicos modificados a través de esta estrategia.209 Esto posiblemente sea 
deba a la aparición de tecnologías de edición génica que presentan ciertas ventajas 
sobre el silenciamiento de genes. 

 

3.3.6.2.- Estrategias de edición génica 

Las estrategias de edición génica median su efecto sobre la expresión génica alterando 
directamente la secuencia del ácido desoxirribonucleico (DNA). A pesar de que en la 
actualidad se han desarrollado múltiples tecnologías basadas en nucleasas para este 
propósito, su mecanismo es muy similar. De forma resumida, las diferentes nucleasas 
están compuestas por dos dominios: un dominio guía, que es capaz de dirigir a la 
nucleasa hacía una secuencia de DNA específica, y un dominio catalítico, que es capaz 
de mediar un corte de doble cadena sobre la hebra de DNA, produciendo una rotura de 
doble cadena (DSB). La generación de un DSB en el DNA activa los mecanismos de 
reparación del DNA propios de la célula, que son principalmente dos (Figura 10) 210,211: 

·Reparación dirigida por homología: El proceso de reparación por homología es un 
mecanismo complejo. Una vez se ha producido el DSB, ocurre una resección de 3’ a 5’ 
en las cadenas de DNA para dejar libres los extremos 3’OH. A continuación, la hebra 
de DNA busca un molde con homología, que en condiciones fisiológicas será la hebra 
complementaria del cromosoma homólogo, formándose un complejo sináptico, el 
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cual dará lugar a la invasión de la hebra y la formación de un bucle D.  Una vez formado 
el bucle D, se podrá iniciar la síntesis de DNA en la cadena invasora, generándose un 
bucle D extendido.  

A partir de este punto, encontramos dos opciones. La vía de síntesis dependiente de 
recocido (SDSA) en que la hebra invasora copia el molde del cromosoma homólogo, a 
continuación, se produce la disrupción del bucle D y la hebra invasora pasa a recocerse 
con su hebra complementaria original, sirviéndose mutuamente de molde.  

La segunda vía de reparación es la conocida como Doble unión de Holliday (dHJ). Esta 
vía prosigue de la siguiente manera: una vez se forma el bucle D extendido, la otra hebra 
del cromosoma dañado produce una segunda invasión, y utiliza también la información 
del cromosoma homólogo como molde. Una vez completada la síntesis de DNA, se da 
la ligación de las hebras rotas, formándose la estructura de dHJ. En base a la resolución 
de esta estructura, podrá producirse o no una recombinación homóloga a nivel 
somático 212. 

·Unión de extremos no homólogos (NHEJ): Este proceso de reparación es 
independiente de un molde de homología, siendo más propenso a la introducción de 
mutaciones durante la reparación de la secuencia. El mecanismo de NHEJ se da en tres 
pasos. Primero se da el reconocimiento del DSB, dándose la unión del complejo 
proteico formado por Ku70/80 a los extremos libres de la cadena de DNA. La unión de 
este complejo sirve como andamiaje para la unión de las proteínas que mediarán los 
siguientes pasos. A continuación, se da el procesamiento de los extremos libres a 
través de diferentes enzimas con actividad exonucleasa para generar extremos 
cohesivos, para dar lugar al último paso del proceso, que es la ligación de los extremos 
libres 213. 

La inducción de estos mecanismos de reparación permite la aplicación de la edición 
génica utilizando uno u otro mecanismo de reparación en base al efecto que se busca. 
Si se busca mediar la disrupción de un gen para evitar su expresión (knock-out), 
normalmente, tan sólo se transfecta la célula que se quiere editar con la nucleasa de 
elección. Esta nucleasa mediará su corte, y a través de la reparación vía NHEJ, la 
introducción de pequeñas mutaciones indels durante el paso de formación de los 
extremos cohesivos será suficiente para mediar esta disrupción 214. 

Por otra parte, si se busca insertar un gen de interés para que este sea expresado 
(knock-in), se transfecta la nucleasa de elección junto a un DNA molde que contiene la 
secuencia que se quiere insertar en el genoma. Esta estrategia requiere de la 
reparación dirigida por homología para que el DNA molde que contiene el transgén 
pueda recombinar con el DNA genómico e integrarse.215 Esta estrategia de knock-in 
también puede producirse a través de vías independientes de la reparación por 
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homología, las cuales permiten la inserción de transgenes con una longitud superior a 
1kb 216.  

Hoy en día se han desarrollado diferentes tipos de nucleasas que permiten mediar 
cortes de doble cadena en secuencias específicas de DNA: 

 

Figura 10 Representación esquemática de las principales tecnologías utilizadas para mediar edición 
génica en linfocitos T. Adaptado a partir de: Hussain, A, 2021 

 

·Nucleasas zinc finger (ZFN): Son proteínas quiméricas con dos módulos principales. 
El módulo de reconocimiento del DNA está basado en los motivos estructurales zinc-
finger. Estos son motivos estructurales con capacidad para unirse a 3pb concretos 217. 
De esta manera, la combinación de diferentes dominios zinc-finger permiten generar 
un multímero capaz de reconocer secuencias nucleotídicas concretas de una longitud 
determinada, aunque en muchos casos es difícil obtener una combinación que dé 
lugar a estructuras estables y con la especificidad deseada 218. 

El módulo catalítico está basado en la endonucleasa FokI, la cual no tiene una 
secuencia diana de corte. Esta nucleasa necesita dimerizar para mediar su función 
catalítica, la cual generará un corte de doble cadena 219.  
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El funcionamiento de estas ZFN se basa en generar dos proteínas ZFN con 
especificidad para dos secuencias nucleotídicas adyacentes. De esta manera, cuando 
se de la unión específica al DNA, los dominios catalíticos de ambas ZFN podrán 
dimerizar debido a su proximidad y así mediar un corte de doble cadena en una 
secuencia concreta del DNA 218.  

·Nucleasas efectoras Transcription activator-like (TALEN): El módulo de 
reconocimiento del DNA está basado en la familia de las proteínas TAL. Las proteínas 
de la familia TAL son proteínas de origen bacteriano que pueden entrar en el núcleo de 
las células y unirse al DNA, desencadenando un cambio en el patrón de la expresión 
génica 220. 

Están formadas por un dominio de localización intranuclear, un dominio de unión al 
DNA, y un dominio con actividad de activación transcripcional. La especificidad del 
dominio de unión al DNA a un nucleótido concreto venia dada por la divergencia en los 
residuos 12-13 del dominio de unión.  Con esta información se propuso que el diseño 
de diferentes repeticiones de TAL podría ser utilizado para dirigir estas proteínas a 
secuencias de DNA específicas 221.  

La fusión de un dominio TAL para una secuencia específica a la endonucleasa FokI dota 
a estas de actividad catalítica. Como la actividad de esta endonucleasa depende de la 
formación de un dímero, se necesitarán dos moléculas TALEN para mediar el corte en 
la cadena de DNA 222. 

·MegaTAL: Surgen a partir de las meganucleasas, estas enzimas tienen la capacidad 
de unirse a secuencias específicas de DNA y mediar un DSB. Pese a su posible uso para 
edición génica, la estructura de estas meganucleasas, en las que la región de unión al 
DNA y la región enzimática están integradas, hacía que resultase complicado mediar la 
redirección de la actividad nucleasa hacia genes de interés 223. 

Por ello, en estudios posteriores se originaron las nucleasas megaTAL. Estas presentan 
un dominio TAL que dirige la endonucleasa hacia una región específica dentro del 
genoma, y un dominio meganucleasa el cuál posee la capacidad de unirse al DNA 
genómico y mediar un DSB sobre una secuencia específica. El uso de meganucleasas 
como dominio catalítico en comparación al dominio FokI utilizado en la tecnología 
TALEN, hace que esta plataforma sea más restrictiva a la hora de mediar un corte sobre 
el DNA, y por tanto sean necesarias menos repeticiones TAL para dirigir la nucleasa a 
la secuencia de interés, simplificando así su diseño 224. 
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·Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciada (CRISPR): 
Este sistema de edición génica se basa en el uso de una estrategia de inmunidad 
adaptativa de arqueas y bacterias 225. La principal diferencia de este sistema con los 
anteriores es que la interacción con la secuencia de DNA específica es a través de 
interacciones de Watson y Crick, en vez de interacciones proteína-DNA. Esto hace que 
la especificidad y el diseño del módulo de reconocimiento del DNA sea mucho más 
sencilla. El funcionamiento de este sistema se basa en dos moléculas de RNA, el crRNA 
y el trcrRNA, estas moléculas de RNA forman un dúplex que recibe el nombre se sgRNA. 
La formación del complejo sgRNA con la endonucleasa Cas9, permite dirigir esta 
endonucleasa hacia una región concreta del genoma. Una vez allí, la endonucleasa 
mediara un corte de doble cadena sobre la secuencia PAM específica del subtipo de 
Cas9 utilizado 226. 

 

 

3.3.6.2.1.-Limitaciones e inconvenientes de las tecnologías de edición 
génica 

A pesar de la gran efectividad de las diferentes estrategias de edición génica, se han 
descrito ciertos inconvenientes y efectos no deseados, que pueden limitar su 
aplicabilidad a nivel clínico:  

·Edición no deseada: Varios estudios han demostrado que se pueden producir cortes 
no deseados en otras regiones del genoma de forma inespecífica. Esto fenómeno 
puede ser debido a que haya una secuencia idéntica a la de reconocimiento o a que el 
dominio de reconocimiento pueda interaccionar con secuencias de DNA con un alto 
grado de similitud a la secuencia para la que han sido diseñados. Debido a este efecto, 
podrían generarse mutaciones no deseadas en otras regiones del genoma, entre de las 
cuales pueden encontrarse mutaciones puntuales, inserciones, deleciones e incluso 
translocaciones 227. 

Cuando la aparición de estas mutaciones se produce en genes vitales para la célula, 
se habla de genotoxicidad. Esta genotoxicidad puede afectar a la función de las células 
modificadas o dar lugar a un proceso de transformación celular, con la consiguiente 
formación de tumores, si los elementos modificados de forma no deseada son genes 
supresores de tumores o protooncogenes 228,229. 

Además, se ha descrito que el uso de estas nucleasas que inducen DSB genera una alta 
toxicidad celular. Cuando se dan múltiples cortes de doble cadena en el genoma, se 
induce la activación de mecanismos protectores frente a la oncogénesis, como la 
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activación de la proteína TP53, que es capaz de inducir la apoptosis celular debido a 
daños en el genoma 224,230–232.   

·Inmunogenicidad: El uso de células modificadas con tecnologías de edición génica 
puede generar una respuesta inmunológica por parte del huésped. Este fenómeno se 
produce porque las endonucleasas o bien los vectores utilizados para en este tipo de 
tecnología proceden de microorganismos como bacterias o virus. Esta respuesta 
inmunogénica puede mediar la muerte de las células modificadas, eliminando así el 
posible efecto terapéutico. 

Dentro de los diferentes sistemas de edición génica, la inmunogenicidad es más 
prominente en el sistema CRISPR-Cas9 porque la proteína Cas9 procede de una 
bacteria patógena para el ser humano. Mientras que los sistemas basados en TALs no 
generan tanta inmunogenicidad porque el microorganismo del cuál proceden no es un 
patógeno. Finalmente, hay que destacar que el sistema de ZFN no genera 
inmunogenicidad porque es un sistema basado en una proteína humana 233,234. 

En cuanto a los vectores utilizados, aquellos basados en adenovirus, retrovirus o virus 
adenoasociados generan una respuesta inmunogénica. Mientras que los vectores 
basados en sistemas físicos o bien en nanopartículas no presentan 
inmunogenicidad235,236. 

·On-target toxicity:  Este fenómeno ha sido descrito para el sistema CRISPR-Cas9. 
Algunos investigadores demostraron que, en algunos casos, los cortes producidos por 
esta endonucleasa en la secuencia a la que iban dirigidas generaban grandes 
deleciones. Además, también se especula sobre la aparición de otro tipo de 
mutaciones que podían dar lugar a genotoxicidad, como inversiones o 
translocaciones237,238. 

Hoy en día ya se han descrito una gran cantidad de estudios que intentan solventar 
estas limitaciones, bien sea utilizando nucleasas con actividad nickasa, que generan 
cortes en una única hebra, el uso de nuevas vías administración para producir una 
expresión transiente de las nucleasas que evite la inmunogenicidad y la aparición de 
cortes no deseados.  Aunque son estudios novedosos, y necesitan de más 
investigación para dilucidar si realmente son capaces de realizar una edición génica sin 
efectos no deseados 239,240.  

Debido a estos inconvenientes compartidos por la mayoría de las estrategias de 
edición génica. La aplicación de este tipo de tecnología se ha visto frenada por los 
principales organismos competentes debido a la posible aparición de efectos 
secundarios graves. Es por ello, que pese a que estas técnicas llevan utilizándose 
durante mucho tiempo hay muy pocas terapias aprobadas.  
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3.3.6.3.- Estrategias de retención de proteínas 

Debido a la dificultad y a los efectos no deseados que se producen en las estrategias 
de silenciamiento o de edición génica, algunos investigadores han optado por el diseño 
de nuevas estrategias que interfieran con la expresión de las moléculas implicadas en 
la respuesta alogénica, utilizando sistemas de retención de proteínas. 

Estos sistemas de retención de proteínas se basan en la generación de anticuerpos 
intracitoplasmáticos o intracuerpos. De forma natural, los anticuerpos median su 
efecto en el medio extracelular, mientras que los intracuerpos median su efecto a nivel 
intracelular. La generación de esta tecnología de intracuerpos fue descrita en la década 
de los 90. Esta estrategia se basa en la expresión de un anticuerpo o un scFv unido a 
una señal de localización intracelular. De esta manera, se puede bloquear o interferir 
con la función de una proteína concreta y realizar estudios sobre su implicación en la 
fisiología celular. Además, también se ha propuesto el uso de intracuerpos con 
finalidades terapéuticas 241–243. 

Se han generado intracuerpos dirigidos contra diferentes proteínas que se secretan a 
través de la vía de secreción general de las células. Para ello, se fusiona a la región del 
scFv una señal peptídica con un motivo KKXX o KDEL 244,245. La expresión de estos 
motivos permite que los intracuerpos sean reconocidos por el receptor de proteínas 
retenidas en el lumen del RE (Erd). El reconocimiento de los intracuerpos por las 
proteínas Erd permite la entrada de estos en la vía de transporte retrograda des del AG 
hacia el RE, mediada por las vesículas recubiertas de COP-I, evitando así su secreción 
hacia la superficie. A través de este mecanismo, los intracuerpos pueden unir su 
proteína diana y evitar así su secreción o expresión en la superficie celular 243. 

La aplicación de esta tecnología para generar una terapia CAR-T a partir de linfocitos T 
alogénicos fue descrita por el grupo del Dr. Campana. En esta investigación, se 
demuestra que la expresión de un intracuerpo dirigido a la proteína CD3ε es capaz de 
bloquear la expresión de esta proteína en la superficie de los linfocitos T, 
manteniéndola retenida en el sistema vesicular del RE-AG (Figura 11). Además, debido 
a la importancia de esta molécula en el ensamblaje del complejo del TCR 246,247,  la 
expresión de este intracuerpo se manifiesta con una disminución de este complejo en 
la superficie de los linfocitos modificados. El efecto sobre la expresión de estas 
moléculas se corresponde con la desaparición de la capacidad de los linfocitos 
modificados de mediar una respuesta alogénica. 

En este estudio también se demuestra que la expresión de este intracuerpo puede 
combinarse con la expresión de un CAR en un único transgén a través del uso de un 
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dominio autoescindible T2A. Además, muestran como esta estrategia no presenta 
diferencias funcionales en la actividad del CAR en modelos in vitro o in vivo 248. 

 

 

Figura 11 Representación esquemática de la estrategia de retención de CD3ε en el Retículo 
Endoplasmático mediada por un intracuerpo. Adaptado de : T Kamiya, 2018 

Uno de los puntos fuertes de esta estrategia es que la metodología de manufactura 
sería muy similar al estándar actual para la producción de terapias CAR-T autólogas. 
Por el contrario, la aplicación de las estrategias de edición génica en la generación de 
linfocitos CAR-T implica una mayor complejidad y dificultad técnica en la metodología 
de manufactura, pudiendo llevar a un mayor coste en la producción, o un mayor 
porcentaje de producciones fallidas 248.  

 

3.4.-Estrategias para evitar el rechazo alogénico 

Pese a que todas las estrategias comentadas en el apartado anterior se han descrito 
como seguras para evitar la aparición de GVHD, estas siguen siendo susceptibles al 
rechazo alogénico mediado por el sistema inmune del paciente, en tanto que todas 
estas fuentes de células siguen expresando en su superficie moléculas de HLA. Por 
ello, algunos estudios intentan mediar una disminución o evitar la expresión de estas 
moléculas, para intentar incrementar el tiempo de vida de las terapias CAR 
alogénicas137.  La reducción de la expresión de estas moléculas hace que los linfocitos 
T alogénicos pasen a ser reconocidos por las células NK del paciente. Esto es debido a 
que las células NK son capaces de reconocer las células que no expresan moléculas 
de HLA como extrañas, mediando su lisis 249.  Pese a ello, que el rechazo sea mediado 
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por células NK en vez de por linfocitos T supone una ventaja, en tanto que la capacidad 
de las células NK para generar memoria inmunológica es limitada (Figura 12) 250.  

 

 

Figura 12 Representación esquemática de los principales mecanismos de reconocimiento por parte 
de las células NK hacia células alogénicas modificades para no expresar HLA-I. Adaptado de: Martin 
KE,2024 

Dentro de las estrategias empleadas para evitar el rechazo de linfocitos alogénicos 
encontramos las siguientes. 

 

3.4.1.-Uso de tecnologías de silenciamiento o edición génica 

 A través del uso de estas tecnologías, diferentes grupos han llevado a cabo una 
disminución de la expresión en superficie de las moléculas HLA. Este efecto se ha 
conseguido principalmente a través del silenciamiento o el knock-out de genes que 
juegan un papel clave en la presentación antigénica. En el caso de las moléculas de 
HLA de clase I, uno de los genes sobre el que mediar este efecto es el gen de la beta 2 
microglobulina. Esto es debido a que la beta 2 microglobulina es necesaria para el 
ensamblaje de los tres tipos de HLA de clase I, de esta manera, modificando un único 
locus, se impide la expresión de las tres moléculas a la vez 251,252. 

Para mediar este efecto sobre las moléculas de HLA de clase II, el principal gen diana 
es el del transactivador del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (CIITA). 
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La expresión de CIITA se da en linfocitos T activados, y es el regulador de la expresión 
de las moléculas de clase II. De esta manera, haciendo una disrupción sobre este, se 
consigue evitar la expresión de todos los tipos de moléculas de HLA de clase II en la 
superficie 253,254.   

Los principales inconvenientes de estas estrategias se corresponderían con los 
mismos que hemos comentado en el apartado anterior en cuanto a la edición o el 
silenciamiento off-target, así como la genotoxicidad asociada a los sistemas de edición 
génica. 

 

3.4.2.-Depleción del sistema inmune del paciente 

 Otra de las vías para evitar el rechazo inmunológico es eliminar el sistema inmunitario 
del paciente. Esto puede ser mediado de diferentes formas: 

·Uso de linfocitos T resistentes a agentes quimioterapéuticos: En un estudio realizado 
previamente, se propuso generar linfocitos T modificados genéticamente para evitar la 
expresión de la molécula CD52. Esta molécula de superficie es expresada por la mayor 
parte de las células del sistema inmunitario. De hecho, el anticuerpo monoclonal 
alemtuzumab, dirigido contra esta molécula, es utilizado como un agente 
inmunoterapéutico. En este estudio demostraron que el knock-out de CD52 en los 
linfocitos CAR-T los hacia resistentes al tratamiento con alemtuzumab. De esta 
manera, se propone que el uso de alemtuzumab podría utilizarse para eliminar el 
sistema inmune del paciente, favoreciendo así el injerto de los linfocitos CAR-T 255. 

·Linfodepleción activa: Esta aproximación se basa en dotar a los linfocitos CAR-T 
alogénicos con un constructo que les permita eliminar a los linfocitos T aloreactivos. 
En este caso, este constructo quimérico fusiona el dominio extracelular de 4-1BBL a un 
dominio de señalización intracelular basado en CD3ζ. En este estudio, demuestran que 
esta molécula quimérica es capaz de interaccionar con las moléculas de 4-1BB 
expresadas por los linfocitos T aloreactivos activados, y eliminarlos, consiguiendo de 
esta manera evitar el rechazo en un contexto alogénico 256. 

 

3.4.3.-Uso de inmunoevasinas virales 

 Debido a la adaptación evolutiva entre huésped y agentes infecciosos que se ha dado 
a lo largo del tiempo, los virus han sido capaces de obtener mecanismos para evitar el 
reconocimiento por parte del sistema inmune de las células que han infectado. Estas 
estrategias de evasión se basan en la expresión de una serie de proteínas, que han sido 
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denominadas como inmunoevasinas. La función de estas inmunoevasinas es interferir 
con la presentación de antígenos, para impedir la expresión en superficie de moléculas 
de HLA que presenten antígenos víricos. Cada virus ha sido capaz de desarrollar una o 
más inmunoevasinas, que actúan sobre diferentes pasos o proteínas del proceso de 
presentación antigénica (Figura 13) 257–259.   

Pese a que existes estudios in vitro en que se ha descrito como la expresión transgénica 
de inmunoevasinas en células humanas es capaz de disminuir el reconocimiento por 
parte del sistema inmune, no ha sido hasta hace muy poco que esta estrategia se ha 
probado en terapias CAR-T. El único estudio publicado hasta la fecha se ha descrito 
como la expresión de estas moléculas es capaz de disminuir la inmunogenicidad de los 
linfocitos CAR-T, tanto en un contexto autólogo como alogénico 260. 

 

Figura 13 Representación esquemática del efecto de diferentes inmunoevasinas sobre la 
presentación antigénica a nivel molecular. A. Representación esquemática de la presentación 
antigénica a nivel molecular. B-H. Representación del mecanismo de acción de diferentes 
inmunoevasinas para inhibir la presentación antigénica de clase I.. Extraído de: Røder G,2008 
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El uso de linfocitos T de donantes para la inmunoterapia celular tiene en el rechazo por 
alogenicidad la principal limitación. En este sentido mientras que la reducción en la 
expresión de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I en 
linfocitos T  alogénicos permite evitar su rechazo por parte del sistema inmune del 
paciente (un mecanismo dependiente del reconocimiento de moléculas de HLA-I 
exógenas), la de las moléculas del complejo del Receptor de Células T (TCR) en la 
superficie de los linfocitos T alogénicos reduce o evita la enfermedad del injerto contra 
el receptor, debido a que estos linfocitos no podrán reconocer las moléculas de HLA  
del paciente. Este trabajo se centra en encontrar un método alternativo al más habitual 
(la edición génica) que permita conseguir también estos efectos. 

En este sentido nuestra hipótesis fue que si expresásemos en linfocitos T humanos una 
proteína quimérica basada en un fragmento variable de un anticuerpo en formato de 
cadena única (scFv) dirigido contra la proteína CD3ε, fusionado a una inmunoevasina 
residente del RE, esta podría mediar el doble mecanismo de reducción o eliminación 
del aloreconocimiento: por una parte, la inmunoevasina interferiría en el proceso de 
formación de moléculas maduras de HLA-I, disminuyendo su expresión en superficie y 
por otra parte, la fusión de la inmunoevasina al scFv dirigido contra CD3ε permite 
generar un intracuerpo que a su vez media la retención de CD3ε dentro del Retículo 
Endoplasmático, disminuyendo de esta manera la disponibilidad de esta molécula, y  
el correcto ensamblaje del complejo del TCR,  disminuyéndose su expresión en la 
membrana del linfocito T. 

Así podemos hipotetizar también que la expresión de esta proteína quimérica que 
combina una inmunoevasina con un scFv anti-CD3ε permite, por tanto, un uso seguro 
de linfocitos T de donante para la generación de terapias CAR-T.  

Para evaluar si este planteamiento puede acompañar una terapia CART, hipotetizamos 
que el desarrollo de una terapia CAR-T alogénica dirigida contra la proteína S del virus 
SARS-CoV-2 para redirigir a los linfocitos T para que reconozcan y eliminen células 
infectadas, pudiendo ayudar así a resolver la infección en estadios muy iniciales en 
individuos inmunocomprometidos.  

 

De esta manera, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido establecer una 
plataforma que permita la generación de linfocitos T con una expresión disminuida de 
CD3 y HLA-I para su uso alogénico en terapias celulares CAR-T (off-the-shelf), y en 
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concreto para su uso para una terapia dirigida contra SARS-CoV-2.  Dentro de este 
objetivo principal podemos  diferenciar objetivos específicos: 

1.- Definir de un nuevo motivo de retención que: 

a)  Permita conseguir la disminución en superficie de CD3 y moléculas de HLA-I. 
 

b)  Incremente la eficacia disminuyendo tanto el EICR como el rechazo, en un 
contexto alogénico. 
 

 

2.- Desarrollar una terapia CAR-T dirigida a SARS-CoV-2 para disponer de una opción 
en esta infección.  

 

4.- Evaluar la eficacia de la combinación de la proteína quimérica y una molécula CAR 
para generar linfocitos CAR-T alogénicos off-the-self, listo para ser usado. 
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1.-PCR y electroforesis en gel de agarosa 

Para obtener la secuencia de la región variable de la inmunoglobulina dirigida contra 
CD3ε del hibridoma 33-3A3, se procedió a realizar una extracción de RNA total 
utilizando el kit RNeasy Plus Mini (Qiagen, 50974134), siguiendo las indicaciones de la casa 
comercial. A continuación, generamos el cDNA utilizando el kit SensiFAST™ cDNA Synthesis 
(EcoGen, BIO-65053).  

A partir del cDNA, procedimos a realizar reacciones de PCR utilizando los cebadores 
del kit de secuenciación de Ig murinas (Novagen). Para las reacciones de PCR se utilizó 
la polimerasa de DNA Phusion® High-Fidelity (New England Biolabs, M0530S), siguiendo 
el siguiente protocolo: 

 Reacción 20μL Concentración Final 
Agua libre de nucleasas Hasta 20μL  
10mM Cebador directo 1 μL 0,5 μM 
10mM Cebador reverso 1 μL 0,5 μM 
DNA molde Variable < 250 ng 
10mM dNTPs 0,4 μL 200 μM 
5X tampón Phusion HF  4 μL 1X 
Polimerasa 0,2 μL 1U/reacción 

 

 Temperatura Tiempo 
Denaturalización Inicial 94ºC 60s 
35 ciclos 94ºC 60s 
 60ºC 60s 
 72ºC 120s 
Extensión Final 72ºC 6min 
Mantenimiento 4ºC Indefinido 

 

La preparación de geles de agarosa para la electroforesis se realizó para comprobar 
que combinación de cebadores había resultado en una amplificación del DNA molde. 
Para ello, se diluyeron 2mg de agarosa MS-8 (Condalab, 8065), en 200mL de tampón 
TRIS/Ácido Acético/EDTA (TAE) 1X (Bio-Rad, 1610743). La solución de TAE agarosa se calentó 
en el microondas durante 1-2 minutos hasta llevar a ebullición. 

 Posteriormente, se enfrió la solución y se añadieron 20μL de SYBR Safe DNA Gel stain 
(Invitrogen, S33102), y se dejó solidificar el gel en un molde adecuado. A continuación, se 
traspasó el gel de agarosa a una cubeta de electroforesis y se cargaron 20μL de las muestras, 
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previamente mezcladas con el tampón de carga (New England Biolabs, B7024A). En el gel de 
agarosa se cargó también una escalera de peso molecular de 1kb (ThermoFisher, 10787018). 

Una vez cargadas todas las muestras, se corrió el gel durante 60 minutos a 120V. 
Transcurrido el tiempo, se reveló el gel con un transiluminador. Las combinaciones de 
cebadores en las que se apreciaban una banda se enviaron a secuenciar a una empresa 
externa (GeneWiz). 

 

2.-Lineas celulares 

Para la realización de los experimentos se utilizaron las líneas celulares HEK293T, 
293GS, A549, A549GS y Calu-3 que fueron cultivadas en medio Dulbecco’s minimal 
essential medium (DMEM) (ThermoFisher, 10313021) suplementado con Suero Fetal 
Bovino (FBS) (Merck, F9665) al 10% y una mezcla de penicilina/estreptomicina al 1% 
(ThermoFisher, 15140122). Además, se utilizaron las líneas ARP-1, U266 y Jurkat, que 
fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (ThermoFisher, 21875091) suplementado con 
FBS al 10% y una mezcla de penicilina/estreptomicina al 1%. Todas las líneas celulares 
fueron cultivadas en condiciones de 37ºC y 5%CO2 

Las líneas ARP-1 y U266 se utilizaron para los estudios de funcionalidad relacionados 
con el CAR ARI-0002h y su versión alogénica. Estas líneas son modelo de la enfermedad 
de mieloma múltiple, y expresan el antígeno BCMA contra el que va dirigido el scFv del 
CAR ARI-0002h. 

Para el estudio de los CAR-T dirigidos contra SARS-CoV-2, se utilizaron las líneas 
HEK293T, 293GS, que derivan de células de riñón de embrión humano, mientras que 
las A549, A549GS y Calu-3 derivan de adenocarcinoma de pulmón. 

Finalmente, las líneas HEK293T y Jurkat se utilizaron para la producción y titulación de 
los diferentes vectores lentivirales. 

Todas las líneas se encontraban ya en el laboratorio y fueron adquiridas previamente 
en la American Tissue Culture Collection (ATCC) o bien cedidas amablemente por 
investigadores de otros grupos.  

3.-Diseño y producción de plásmidos de interés 

Tanto la síntesis de las secuencias de interés, como la clonación por digestión y 
ligación de los diferentes plásmidos utilizados en esta tesis doctoral fueron realizados 
por una empresa externa (GenScript). Todos los plásmidos utilizados contenían un gen 
de resistencia a ampicilina y el promotor Elongation Factor 1α (EF-1α). 
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Los plásmidos utilizados fueron los siguientes: 

Nombre del plásmido Estrategia de clonaje 
pCCL-E19K_zsGreen La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 

plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-US3_zsGreen La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-US6_zsGreen La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-
CD3US6_zsGreen 

La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-ARI-0002h Este plásmido ya había sido previamente sintetizado en el 
grupo de investigación 

pCCL-GLuc-Spike La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-C8-BBz La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-C8-28z La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-C8-BBz utilizando las dianas de restricción 
MluI y BspEI 

pCCL-C10-BBz La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-EF1α-ARI-0001 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-C10-28z La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-C10-BBz utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-C8-28U La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-CD3US6 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 
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pCCL-C8-BBU La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-CD3US6 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-C10-28U La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-CD3US6 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

pCCL-C10-BBU La secuencia de interés fue sintetizada y clonada en el 
plásmido pCCL-CD3US6 utilizando las dianas de 
restricción MluI y BspEI 

 

A medida que se obtuvieron los plásmidos, se transformaron bacterias competentes 
E.Coli OneShot Stbl3 (Invitrogen, C737303)para hacer producciones de grandes 
cantidades de los diferentes plásmidos, siguiendo el siguiente protocolo:  

Dia 0 

Se descongeló un vial de bacterias competentes y se les añadieron 200ng del plásmido. 
A continuación, se incubaron las bacterias en hielo (4ºC) durante 30minutos. 
Seguidamente, se realizó un choque térmico (42ºC durante 45segundos), y finalmente 
se volvieron a incubar en hielo durante 2 minutos.  

Una vez realizado el choque térmico, se añadieron 250μL de medio SOC (Invitrogen, 
15544034) y se incubaron las bacterias a 37ºC en agitación a 225rpm durante 1h. 
Seguidamente, se sembraron 100μL de la suspensión de bacterias en una placa de 
selección de Lurias’ Broth (LB) agar (Merck, 05040) con ampicilina (Merck, A9518), y se 
incubaron toda la noche a 37ºC. 

Dia 1 

Al día siguiente, se observó el crecimiento de colonias en la placa, y se inocularon 
diferentes colonias en diferentes tubos con 5 mL medio LB (Sigma-Aldrich, L1900) con 
Ampicilina. Estos tubos se dejaron incubaron hasta el día siguiente a 37ºC en agitación 
a 225rpm. 

Dia 2 

Al día siguiente se seleccionó el inoculo que presentaba un mayor crecimiento y se 
traspasó a 250mL de medio LB con ampicilina fresco, y se dejó incubando hasta el día 
siguiente. 
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Dia3 

Una vez el cultivo bacteriano llegó a la confluencia, se procedió a la extracción y 
purificación del plásmido de interés siguiendo el protocolo del kit PureLinkTM Quick 
Plasmid MaxiPrep (Invitrogen, K210017) y a la cuantificación mediante el 
espectrofotómetro NanoDrop3000 (ThermoFisher). 

Se ajustó la concentración de los plásmidos obtenidos a 1μg/μL, y se realizaron 
alícuotas de un solo uso, las cuáles se almacenaron a -80ºC y que serían empleadas 
para la producción de vectores lentivirales. 

 

4.- Producción de vectores lentivirales de 3ª generación 

Los vectores lentivirales producidos en esta tesis son de tercera generación. Para la 
producción de estos se utilizaron tres plásmidos empaquetadores/estructurales, 
además de un cuarto plásmido que contenía el transgén de interés. 

Los tres plásmidos estructurales son: 

-pMD2-VSV-G: plásmido que codifica para la proteína de la envuelta VSV-G del virus de 
la estomatitis. 

-pMDLg-pRRE: plásmido que codifica para las poliproteínas gag-pol. 

-pRSV-Rev: Plásmido que codifica para la proteína Rev. 

El protocolo empleado para la producción de los diferentes vectores lentivirales fue el 
siguiente: 

Dia 1: 

Levantar las células HEK293T incubándolas con TryplE (Gibco, 12604013) durante 
5min a 37ºC. Una vez levantadas, resuspender las células utilizando 9mL de DMEM y 
traspasarlas a un tubo de polipropileno de 15mL. Centrifugar a 1500rpm durante 5 
minutos. Resuspender en 10mL de DMEM y proceder a su contaje para repartir 10M de 
células en varias placas de 15cm2. Finalmente, añadir 15mL de medio DMEM en cada 
placa y dejarlas en el incubador hasta el día siguiente. 

Dia 2: 

Para transfectar las HEK293T con los plásmidos necesarios, se utilizó el reactivo 
polietilenamina (PEI)(Merck,408727). En dos tubos separados se procedió a hacer las 
siguientes mezclas (cantidades para transfectar 1 placa): 
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-Tubo DNA: 675μL de DMEM + 15μg de pRSV-Rev + 15μg de pMDLg-pRRE + 7μg de 
pMD2-VSV-G + 18μg del plásmido de interés. 

-Tubo PEI: 675μL de DMEM + 98,5μL de PEI a 0,13μg/μL. 

Se mezcla bien el contenido de ambos tubos utilizando el vórtex y se procede a añadir 
la mezcla del Tubo PEI sobre la mezcla del Tubo DNA. Una vez mezclados, utilizando el 
vórtex, se deja incubar 5min a temperatura ambiente. 

Durante estos 5min se procede a dejar las pacas de HEK293T con tan sólo 10mL de 
medio. Seguidamente, se reparte la mezcla de forma homogénea por la placa y se deja 
incubar 4 horas a 37ºC. Una vez pasadas las 4 horas, se procede a retirar el medio y 
añadir 15mL de medio fresco. Las placas se dejan en el incubador durante 48 horas. 

Dia 4: 

Se recoge todo el sobrenadante de las placas en un tubo de polipropileno de 50mL y se 
vuelven a añadir 15mL de DMEM al cultivo. El sobrenadante se almacena a 4ºC hasta 
el día siguiente. 

Dia 5: 

Se vuelve a recoger el sobrenadante de las placas en el mismo tubo de polipropileno 
de 50mL. La mezcla de sobrenadantes de 48h-72h se clarifica mediante una 
centrifugación a 900g durante 10min a 4ºC y una posterior filtración a través de un filtro 
de 0,45μm. A este sobrenadante clarificado se añade la solución LentiX Concentrator 
(Condalab, 631232) a una proporción sobrenadante:LentiX 3 a 1. Esta mezcla se deja 
en agitación a 4ºC durante 2 horas. 

Una vez transcurridas las 2 horas se centrifuga la mezcla a 1500g durante 45 minutos a 
4ºC. Se descarta el sobrenadante. El pellet que contiene los vectores lentivirales es 
resuspendido en 100μL de medio y se generan alícuotas de un solo uso que se 
almacenarán a -80ºC. 
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5.-Titulación vectores lentivirales 

Para la titulación de los vectores lentivirales se utilizaron las células Jurkat. Primero se 
cuentan las células y se ajusta su concentración para sembrar 20.000 células en 100 
μL. Seguidamente, sembraremos ocho pocillos de una placa de 96 pocillos con fondo 
plano por cada vector que vayamos a titular.  

Una vez sembradas las Jurkat, se realiza un banco de 8 diluciones consecutivas 1:3 a 
partir del stock inicial del vector lentiviral. Estas diluciones se añaden individualmente 
en el pocillo correspondiente, y se deja incubar durante 48h. Una vez transcurrido el 
tiempo se procede a realizar un marcaje para evaluar la expresión del transgén por 
citometría de flujo. El cálculo del título se realiza a partir de las diluciones que obtienen 
un porcentaje de transducción entre el 40 y 10%, utilizando la siguiente fórmula: 

𝑁º 𝑃𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

μL
=

20.000 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝐽𝑢𝑟𝑘𝑎𝑡 ∗ 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ∗ (
𝑛º 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 +

100
)

volumen de transducción
 

Para la transducción de linfocitos T humanos se utiliza una MOI (multiplicidad de 
infección) de 5 vectores infectivos/célula. 

 

6.-Aislamento de linfocitos T 

Con previo consentimiento, los linfocitos T se aislaron de capas leucocitarias de 
donantes sanos provenientes del Banc de Sang i Teixits (BST). 

Para el aislamiento de linfocitos T se utilizó el siguiente protocolo: 

A partir de 1mL de la sangre proveniente de la capa leucocitaria, esta se diluyó en una 
proporción 1 a 5 con tampón fosfato salino (PBS)1X (Gibco, 10010023). A la sangre 
diluida se le añadieron 300μL del reactivo RosetteSep Human T cell enrichment 
cocktail (StemCell, 15061). Se incuba la sangre diluida con este reactivo durante 
20minutos a temperatura ambiente.   

Seguidamente se procede a diluir aún más la sangre con PBS1X hasta un volumen final 
de 30mL. A continuación, se hace una separación por gradiente de densidad mediante 
una centrifuga a 1200g durante 20minutos, utilizando 15mL de la solución LymphoPrep 
(StemCell, 7811) sobre la que se depositan los 30mL de sangre diluida.  

Tras la separación, se recoge la fase correspondiente a los linfocitos T, y se procede a 
realizar dos lavados con PBS1X y una centrifugación a 300g durante 10min, para 
eliminar posibles restas de LymphoPrep. Finalmente, los linfocitos T son 
resuspendidos en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10%FBS, y se 
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procede a su contaje, bien para su uso en ensayos de expansión de linfocitos T 
modificados genéticamente, o bien para otro tipo de experimentos. 

 

 

7.-Expansión de linfocitos T modificados genéticamente 

Dia 0: 

Una vez aislados, los linfocitos se sembraron a una densidad de 1M/mL en medio RPMI-
1640 suplementado con 50UI de IL-2 (Milteny, 130-097-748). Para promover la 
expansión de los linfocitos, se añadían Dynabeads CD3/CD28 (Gibco, 11131D) a una 
proporción 1 bead a 1 célula.  

Dia 1: 

A las 24 horas post-activación, los linfocitos T eran transducidos utilizando el vector 
lentiviral deseado con una MOI de 5. Para ello, se añadía la cantidad de vector lentiviral 
necesaria en el pocillo donde se encontraban los linfocitos T y se mezclaba 
suavemente. 

Dia 4: 

Se contaban los linfocitos T y se les añadía medio RPMI-1640 suplementado con IL-2 
para ajustar la concentración de linfocitos a 0,8M/mL. Además, se procedía a retirar las 
Dynabeads CD3/CD28 del cultivo utilizando un imán. 

Dia 6-8: 

Se contaban los linfocitos y se les añadía medio RPMI-1640 suplementado con IL-2 
para ajustar la concentración de linfocitos a 0,8M/mL, cambiando el tamaño del frasco 
donde se cultivaban si fuese necesario, con tal de  promover un intercambio de gases 
óptimo para el crecimiento de las células.. 

Dia 9-10: 

Se recogía una muestra de los linfocitos T en expansión (entre 0,1-0,2M de linfocitos T), 
y se procedía a realizar un marcaje para evaluar la eficiencia de transducción por 
citometría de flujo. Los linfocitos T expandidos eran utilizados posteriormente para los 
diferentes ensayos funcionales. 
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8.-Obtención de células dendríticas derivadas de monocitos (moDCs) 

Con previo consentimiento, los monocitos se aislaron de capas leucocitarias de 
donantes sanos provenientes del Banc de Sang i Teixits (BST). 

Dia 0: 

Para el aislamiento de estas células se utilizaron 10 mL de sangre, que fueron diluidos 
a un volumen final de 60mL con PBS1X. A partir de esta sangre diluida se procedió a 
hacer una separación por gradiente de densidad utilizando la solución LymphoPrep, 
mediante una centrifuga a 1200g durante 20 minutos. 

 Después de la centrifugación se procedió a recuperar la capa de células 
polimorfonucleares de la sangre (PBMCs) y se lisaron los eritrocitos mediante el uso 
del tampón de lisis ACK (Lonza). Estas PBMCs se lavaron 2 veces con exceso de PBS1X 
y una centrifugación a 2000rpm durante 10 minutos.  

Las PBMCs en 10mL de DMEM, y se procedió a su contaje. Las PBMC se sembraron a 
una densidad de 2 millones de PBMCs/cm2, y se dejaron en el incubador durante 2 
horas para promover la adherencia de los monocitos. 

Una vez transcurridas las 2 horas, se lavó el cultivo con PBS1 X para quitar las células 
no adheridas. Finalmente, se añadió DMEM suplementado con 10%FBS 300UI/mL de 
IL-4 (CellGenix, 001403-010)  y 450UI/mL de GM-CSF (CellGenix, 001412-010) a los 
monocitos adheridos.  

Dia 3: 

Una vez transcurridas 72h se levantaron los monocitos utilizando PBS 1X frío y se 
sembraron en los pocillos experimentales en medio DMEM suplementado con IL-4 y 
GM-CSF. 

Dia 4: 

A las 24h se añadió el cóctel de maduración, conformado por IL-1β (10 ng/mL) 
(CellGenix, 001411-010), TNFα (10 ng/mL)(CellGenix, 001406-010), IL-6 (10 ng/mL) 
(CellGenix, 001404-010) y Prostalgandina E2 (10 μg/mL)(Sigma-Aldrich, P0409). Al día 
siguiente, se utilizaron estas moDC para realizar los experimentos correspondientes. 
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9.-Aislamiento de células NK 

Con previo consentimiento, las células NK se aislaron de capas leucocitarias de 
donantes sanos provenientes del Banc de Sang i Teixits (BST). 

Para el aislamiento de estas células se procedió a hacer una separación por gradiente 
de densidad utilizando la solución LymphoPrep, mediante una centrifuga a 1200g 
durante 20 minutos. Después de la centrifugación se procedió a recuperar la capa de 
células polimorfonucleares de la sangre. A partir de estos PBMCs, se procedió al 
aislamiento de las células NK a través de purificación por columna magnética 
utilizando el kit NK isolation (Miltenyi, 130-092-657). Una vez purificadas las células NK 
fueron utilizadas en los experimentos pertinentes. 

 

10.-Ensayos de citotoxicidad in vitro por luminiscencia 

Para evaluar la citotoxicidad mediada por los CAR-T ARI-0002h y ARI-0002hU, 
realizamos un ensayo de citotoxicidad por luminiscencia. Para ello, las líneas celulares 
diana, ARP-1 y U266, fueron modificadas genéticamente para expresar el transgén 
GFP-FFLuc, que codifica para la proteína verde fluorescente y la luciferasa de 
luciérnaga. 

En estos ensayos de citotoxicidad, se sembraron 10.000 células diana en pocillos de 
96 en una placa opaca, para evitar señal cruzada de luminiscencia entre pocillos. Se 
evaluó la citotoxicidad a diferentes proporciones de células efectoras:células diana, 
(2:1, 1:1 y 0,5:1), sembrando en cada caso el número de linfocitos CAR-T 
correspondiente en cada condición. Se evaluaba la luminiscencia a las 24horas 
posteriores al inicio del co-cultivo. Para ello, se añadía en cada pocillo 3μL de 
Luciferina a una concentración de 20mg/mL(Perkin-Elmer, 122799), y pasados 10 
minutos se hacia la lectura de la luminiscencia a longitud de onda 537nm en el lector 
de placas Synergy HT.   

Para evaluar el efecto citotóxico de los linfocitos CAR-T, se evaluaba la disminución de 
la luminiscencia respecto a la luminiscencia promedio de los controles negativos. 
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11.-Ensayos de citotoxicidad por impedancia 
Para el estudio de la citotoxicidad mediada por los linfocitos CAR-T dirigidos contra la 
proteína S del SARS-CoV-2, realizamos ensayos de citotoxicidad por impedancia. Para 
ello utilizamos el Xcelligence, un equipo que permite medir en pocillos especiales el 
paso de la corriente eléctrica. El principio que sigue para evaluar la citotoxicidad se 
basa en que las células adheridas impiden el paso de corriente eléctrica. Cuando estas 
células son lisadas por el efecto de los linfocitos CAR-T, se desadhieren del fondo del 
pocillo y se incrementa el paso total de corriente eléctrica. Estos cambios se expresan 
en una unidad arbitraria de “índice celular”. 

En estos ensayos de citotoxicidad, se sembraron 10.000 células diana y se dejaron 
adherir al fondo del pocillo durante la noche. Haciendo medidas de índice celular cada 
20 minutos. Al día siguiente, se añadían los linfocitos CAR-T en una proporción célula 
efectora: célula diana de 5:1, y se hacían medidas del índice celular cada 20 minutos 
durante 48-72h. 

Al final del experimento se evaluaba la capacidad citotóxica de los linfocitos CAR-T 
comparando el índice celular frente al índice celular de la condición control con 
linfocitos T no modificados (UT). 

 

12.-Cuantificación de citocinas y proteínas solubles 

Para la cuantificación de la secreción de proteínas solubles se realizaron ensayos de 
enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA). Se cuantificaron diferentes citocinas 
(IFNγ, IL-2, Granzima B y TNF-α) utilizando los kits de DuoSet ELISA (R&D systems) 
específicos para cada una, siguiendo el protocolo de la casa comercial. 

La cuantificación se realizó a partir de los sobrenadantes obtenidos de los diferentes 
ensayos de citotoxicidad.  Para la cuantificación de IFNγ e IL-2, los sobrenadantes se 
diluyeron 1/10, para el TNFα se diluyeron 1/ 4, y para la Granzima B 1/50, en PBS 1X. La 
lectura de los resultados por colorimetría se realizó en el espectrofotómetro de placas 
Synergy HT. 
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13.-Citometría de flujo 

Para los ensayos de citometría de flujo se realizaron los marcajes de la siguiente 
manera. En la mayoría de los casos recogía una muestra de entre 100.000-200.000 
células para el marcaje o bien una muestra de 100μL de cultivo. En los marcajes en que 
se utilizaban anticuerpos directamente conjugados con un fluorocromo se procedía 
con el siguiente protocolo:  

Las células se lavaban en PBS 1X, y se centrifugaban a 1500rpm durante 5 minutos. 
Seguidamente, se decantaba el sobrenadante y se añadían 100μL de una solución que 
contenía los anticuerpos deseados. Se procedía a incubar 20 minutos a temperatura 
ambiente en ausencia de luz para evitar el fotoblanqueamiento de los fluorocromos. 
Se procedía a hacer un segundo lavado con PBS 1x y una posterior centrifugación. 
Finalmente, se descartaba el sobrenadante y se añadía 150μL de PBS 1X en los tubos 
de ensayo si las muestras se iban a adquirir al momento, o bien, 150μL de una solución 
de paraformaldheído (PFA) al 2% para fijar las células, si se iban a adquirir al día 
siguiente. 

En aquellos marcajes en que se utilizaban un anticuerpo primario y un anticuerpo 
secundario conjugado con un fluorocromo el protocolo de marcaje fue el siguiente: 

Las células se lavaban en PBS 1X, y se centrifugaban a 1500rpm durante 5 minutos. 
Seguidamente, se decantaba el sobrenadante y se añadían 100μL de una solución que 
contenía los anticuerpos deseados. Se procedía a incubar 20 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente se procedió a hacer un segundo lavado, y se añadió en el 
tubo de ensayo 100μL de la solución con el anticuerpo secundario conjugado con el 
fluorocromo, y se incubó a temperatura ambiente durante 20minutos en ausencia de 
luz para evitar el fotoblanqueamiento de los fluorocromos. Finalmente, se procedió a 
hacer un último lavado con PBS, y las muestras se resuspendieron en 150μL de PBS o 
de PFA 2% 

Todas las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo Attune NxT. 

Para la evaluación de los diferentes marcadores se utilizaron las siguientes 
combinaciones de anticuerpos: 
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·Evaluación  de la expresión del CAR: 

Anti CD4-PerCP (BioLegend, 317432) 

Anti CD8-Alexa Fluor 700 (BD Biosciences, 557945) 

Biotin Goat Anti-Human IgG, F(ab')2  (Jackson inmunoResearch, 109-065-006) 
 
Streptavidin-PE (ThermoFisher, 12-4317-87) 

·Evaluación de la expresión de CD3 y HLA-A,B,C: 

Anti CD3-BV510 (BD Biosciences, 564713) 

Anti HLA-A,B,C-PE (BioLegend, 311406) 

·Evaluación de la expresión de CD7 y HLA-A,B,C: 

Anti CD7-BV510 (BD Biosciences, 563650) 
 
Anti HLA-A,B,C-PE (BioLegend, 311406) 

·Evaluación de la expresión de CD3, HLA y CAR: 

Biotin Goat Anti-Human IgG, F(ab')2  (Jackson inmunoResearch, 109-065-006) 
 
Streptavidin-BV421 (BD Biosciences, 563259) 

Anti HLA-A,B,C-PE (BioLegend, 311406) 

Anti CD3-APC (BioLegend, 317318) 

·Evaluación de la expresión de CD3, HLA y TCRαβ: 

Anti HLA-A,B,C-PE (BioLegend, 311406) 

Anti CD3-BV510 (BD Biosciences, 564713) 

Anti TCRαβ-APC (ThermoFisher, 17-9986-42) 
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·Evaluación de la expresión de marcadores de agotamiento: 

Biotin Goat Anti-Human IgG, F(ab')2  (Jackson inmunoResearch, 109-065-006) 

Streptavidin-BV421 (BD Biosciences, 563259) 

Anti PD-1-APC (BD Biosciences, 558694) 

Anti LAG-3- PE-Cy7 (Invitrogen, 25-2239-42) 

Anti CTLA-4-PE (BD Biosciences, 557301) 

Anti CD8 APC-H7 (BD Biosciences, 566855) 

·Evaluación de la expresión de marcadores de memoria: 

Biotin Goat Anti-Human IgG, F(ab')2  (Jackson inmunoResearch, 109-065-006) 
 
Streptavidin-BV421 (BD Biosciences, 563259) 

Anti CCR7 -PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences, 561144) 

Anti CD45RA-PE-Cy7 (BD Biosciences, 560675) 

Anti CD8-APC-H7 (BD Biosciences, 566855) 

·Evaluación de la degranulación: 

Anti CD107a-BV421 (BD Biosciences, 562623) 

Cell Trace Far Red (ThermoFisher, C34564) 

·Evaluación de la pureza de células NK: 

Anti CD56-PE (BioLegend, 304606) 

·Evaluación de la alogenicidad: 

Anti CD154-BV421(BD Bioscience, 563886) 

Anti CD69-PE (BD Biosciences, 341652) 

Cell Trace Far Red (ThermoFisher, C34564) 
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14.-Purificación de linfocitos T CD3 low/- 
Para la purificación de linfocitos CD3low/- para su uso en ensayos in vitro se utilizó el kit 
de CD3 magentic beads (Miltenyi, 130-050-101), siguiendo el protocolo de la casa 
comercial. 

Para la purificación de linfocitos CD3low/- para su uso en ensayos in vivo se utilizó el 
separador de células MACSQUANT Tyto (MIltenyi). 

15.-Ensayos de citotoxicidad consecutiva 

Para evaluar la persistencia en la citotoxicidad de los linfocitos CAR-T dirigidos contra 
la proteína S del SARS-CoV-2 se realizaron ensayos de citotoxicidad consecutiva. Para 
su realización se procedió de la siguiente manera: 

El ensayo se realizó en una placa de 48 pocillos. Se sembraron las células diana y los 
linfocitos CAR-T en una proporción 5:1. A las 48 horas añadimos en el mismo pocillo el 
doble de la cantidad de células diana iniciales. Así sucesivamente hasta llegar a un 
cuarto reto. Además, este cuarto reto se realizó en el Xcelligence para evaluar 
diferencias en la citotoxicidad de los diferentes linfocitos CAR-T. 

Durante el curso del experimento, al final de cada reto, se cogieron 100uL del medio de 
cultivo para marcar con CD3 o CD45, para evaluar la evolución del número de linfocitos 
T. 

Una vez acabado el último reto se evaluó por citometría de flujo la expresión de 
marcadores asociados al agotamiento de los linfocitos T. 

 

16.-Ensayos de aloreactividad 

Para evaluar la aloreactividad de los linfocitos T CD3US6 in vitro se realizó un ensayo 
de mixed lymphocyte reaction utilizando moDCs alogénicas provenientes de donantes 
sanos. Para ello, se co-cultivaron los linfocitos UT o CD3US6 con células moDC (10 
linfocitos T: 1 moDC) bien durante 6 horas para evaluar por citometría de flujo la 
degranulación a través de la expresión del marcador CD107a, o bien durante 5 días 
para evaluar la producción de IFNγ a través de un ELISA. 
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17.-Ensayos de alogenicidad 

Para evaluar la alogenicidad de los linfocitos T CD3US6 in vitro se realizó un ensayo de 
mixed lymphocyte reaction, utilizando linfocitos T alogénicos provenientes de 
donantes sanos. Para este ensayo, se co-cultivaron los linfocitos alogénicos, 
previamente teñidos con el reactivo Cell Trace Far Red (CTFR), junto a linfocitos UT o 
CD3US6 en una proporción 1 a 1. A las 16 horas de co-cultivo, se evaluó la expresión 
de marcadores de activación como CD69 y CD154 en los linfocitos T alogénicos por 
citometría de flujo. 

18.-Ensayos de degranulación 
Para los ensayos de degranulación de las células NK frente a linfocitos T CD3US6, se 
tiñeron las células NK con CTFR. Después, estas células se co-cultivaron con los 
linfocitos UT o CD3US6 en una proporción 1 a 1 durante 6 horas. Pasadas las 6 horas 
se procedió a marcar CD107a para evaluar la activación de las células NK a través de 
citometría de flujo. 

19.-Ensayos in vivo  

Los estudios in vivo con ratones fueron aprobados por el Comité de Ética Animal de la 
Universidad de Barcelona.  

El establecimiento y el mantenimiento de la colonia de ratones fue llevado a cabo por 
la Dra. Maria Val. Para los experimentos se utilizaron ratones de la cepa NSG, NOD.Cg-
PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ, (The Jackson laboratory). Estos ratones modificados 
genéticamente, presentan una serie de mutaciones que inducen una 
inmunodeficiencia severa combinada (deficiencia en la expresión del receptor de la IL-
2, inhabilitando la señalización de citocinas y provocando una falta de linfocitos T, B y 
NK funcionales). Estas mutaciones hacen que esta cepa sea permisiva para el estudio 
del sistema inmune humano en diferentes escenarios patológicos. 

En todos los experimentos in vivo se utilizaron ratones de entre 8-12 semanas de edad. 

En el primer ensayo in vivo se inyectaron los ratones con 10M de linfocitos T UT o 
CD3US6 por la vena lateral de la cola. Además, los ratones recibieron una inyección 
intraperitoneal semanal de 50.000UI de IL-2 humana mientras duró el experimento, 
para favorecer la supervivencia y el injerto de estos linfocitos humanos en el ratón. 
Durante el experimento los ratones recibieron un régimen de comida y agua ad libitum.  

Para evaluar la aparición de  la enfermedad xenoinjerto contra receptor (XvHD) se siguió 
una serie de guías establecidas previamente en la literatura. Para ello, dos veces por 
semana se evaluaba el peso de los ratones, la movilidad, la expresión facial, la postura, 
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el estado del pelo y de la piel. Además, se extrajo sangre de los capilares de la mejilla 
una vez por semana para evaluar la presencia de linfocitos T humanos en sangre. 
Cuando la sintomatología de los ratones se correspondía con un cuadro clínico de 
XvHD severo, se eutanasiaron mediante sobredosis anestésica y dislocación cervical y 
se procedió a la disección de varios tejidos para su posterior análisis. 

En el segundo ensayo in vivo los ratones recibieron una irradiación de cuerpo completo 
de 2Gy y fueron inyectados con 1x10^6 células ARP-1. A día 6 de experimento se 
administraron los diferentes linfocitos T o CAR-T humanos por vía intravenosa. Cuando 
la enfermedad en los ratones alcanzaba una severidad moderada, estos se 
eutanasiaron mediante sobredosis anestésica y dislocación cervical.  

El seguimiento del crecimiento tumoral in vivo fue evaluado dos veces por semana 
mediante una inyección intraperitoneal de 100μL de Luciferina 20mg/mL, y la posterior 
evaluación de la luminiscencia emitida por las células ARP-1 a través del equipo IVIS. 

 

20.-Ensayos de citotoxicidad con infección de SARS-CoV-2 
Para evaluar la actividad citotóxica contra células epiteliales pulmonares infectadas, 
se utilizaron células Calu-3. Para ello se realizaron ensayos de citotoxicidad por 
impedancia utilizando el XCelligence. Se realizó una medición basal mediante la 
adición de 80 µL de DMEM suplementado con 10% de FBS. Posteriormente, se 
sembraron células Calu-3 a una densidad de 1,7 × 10⁴ células por pocillo y se cultivaron 
durante 72 horas a 37ºC y 5% de CO2 en 80 µL de DMEM suplementado con 10% de 
FBS para permitir su adhesión y crecimiento. Después del período de adhesión, las 
células Calu-3 fueron infectadas con SARS-CoV-2 (MOI 10⁻⁴) en DMEM sin FBS durante 
dos horas. Luego, el medio se reemplazó por RPMI-1640 fresco suplementado con 10% 
de FBS. Siete horas más tarde, se añadieron células T no modificadas o células CAR-T 
específicas para SARS-CoV-2 en una proporción 5:1 (célula efectora:célula diana). 

 

21.- Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el software GraphPad PRISM 
v8.1. En aquellos grupos de datos en que se comparaban las medias de dos grupos 
independientes se utilizó la prueba estadística T-student, en el caso que hubiesen más 
de dos grupos se realizó la prueba estadística One-way ANOVA. 
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1.- Desarrollo de un nuevo motivo de retención que permita la disminución en 
superficie de CD3 y moléculas de HLA-I 

1.1-Secuenciación del hibridoma 33-2A3 dirigido contra CD3ε  
Para poder obtener la secuencia de un anticuerpo murino dirigido contra CD3ε, se 
procedió a crecer el hibridoma 33-2A3 que había sido generado previamente en el 
Servicio de Inmunología del Hospital Clínic de Barcelona a partir de la inmunización de 
ratones inmunocompetentes con epítopos humanos. Una vez crecidas estas células 
de hibridoma, procedimos a extraer su RNA utilizando un kit comercial. A partir del RNA 
total extraído, se generó el cDNA utilizando un kit de retrotranscripción in vitro. 

Obtenido el cDNA del hibridoma, se realizaron reacciones de PCR basadas en 
diferentes combinaciones de cebadores. Estos cebadores permiten la amplificación 
de las secuencias que codifican para los fragmentos variables de cadena pesada y 
ligera de las inmunoglobulinas. Para determinar que combinación de cebadores 
permitía la amplificación, se corrió un gel de electroforesis (Figura 14A). 

Determinada las combinaciones de cebadores, se enviaron a secuenciar los productos 
de PCR obtenidos a una empresa externa. Las secuencias obtenidas (Figura 14B) se 
validaron usando diferentes herramientas bioinformáticas. Finalmente, se procedió a 
generar una secuencia de scFv combinando las secuencias de la cadena pesada y la 
cadena ligera con un linker peptídico basado en cuatro repeticiones de la secuencia 
Gly-Gly-Gly-Ser. 
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Figura 14 Secuenciación de las regiones variables del anticuerpo 33-2A3 contra CD3ε. A. 
Amplificación de las secuencias de DNA de la región variable pesada (VH) y la región variable ligera (VL). B. 
Secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de las cadenas VH y VL. 

 

1.2-Efecto de la expresión de inmunoevasinas virales en linfocitos T humanos 

En base en lo establecido en la literatura, decidimos seleccionar tres inmunoevasinas 
virales (E19K (UniProt: P04494), US3 (UniProt: F5HEU0) y US6 (UniProt: P14334)) para 
probar su efecto sobre la expresión de HLA-I en linfocitos T humanos. Para ello, se 
clonó la secuencia codificante de estas tres proteínas, seguidas de un dominio 
autoescindibe T2A y la secuencia codificante de la proteína zsGreen en un plásmido de 
expresión pCCL-EF1α (Figura 15A).  La expresión de estos transgenes se da bajo el 
promotor EF1α, que se expresa de forma constitutiva en la mayor parte de las células 
humanas. Este plásmido permite además la formación de vectores lentivirales de 3ª 
generación.  

Una vez obtenidos los vectores lentivirales, se transdujeron linfocitos T humanos para 
evaluar el efecto de estas inmunoevasinas a través de citometría de flujo (Figura 15B). 
Los resultados indican que tan solo la expresión de la inmunoevasina US6 es capaz de 
mediar una reducción significativa en la cantidad de moléculas de HLA-I en la 
superficie de los linfocitos T humanos, expresado como una reducción en la intensidad 
promedio de la fluorescencia (MFI)(Figura 15C y D). 
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Figura 15 Expresión de diferentes inmunoevasinas en linfocitos T humanos. A. Esquema de los 
transgenes diseñados con las diferentes inmunoevasinas. B. Estrategia de gating en citometría de flujo 
para evaluar la expresión de HLA-I. C. Histograma comparativo de la expresión de HLA-I en las diferentes 
condiciones experimentales. D. Análisis conjunto de los valores de la intensidad promedio de 
fluorescencia (MFI) para HLA-I (n=3 donantes independientes). **p<0.0021 
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1.3-Efecto de la proteína quimérica CD3US6 en linfocitos T humanos 

Una vez determinado que la inmunoevasina US6 podía mediar un efecto sobre la 
expresión de HLA-I, procedimos a diseñar un transgén que permitiese la formación de 
un intracuerpo contra CD3ε. Para ello, se fusionó la secuencia codificante del scFv 
contra CD3ε (descrita en 1.1- Secuenciación del hibridoma 33-2A3 dirigido contra 
CD3ε) al extremo 5’ de la secuencia codificante de la proteína US6, generando la 
proteína quimérica CD3US6. De esta manera, la región correspondiente al scFv 
quedaría dentro del lumen del retículo endoplasmático, donde podría interaccionar 
con CD3ε y retenerlo. A continuación, se añadió un elemento T2A seguido de la 
secuencia codificante de la proteína fluorescente zsGreen. Este transgén fue clonado 
en el plásmido pCCL-EF1α (Figura 16A y B).  

Una vez obtenidos los vectores lentivirales, se transdujeron linfocitos T humanos 
provenientes de donantes sanos, y se evaluó la expresión tanto de CD3 como de HLA-I 
a través de citometría de flujo. Los resultados obtenidos muestran una reducción 
significativa en el valor de la MFI de CD3 y HLA-I en los linfocitos que expresan la 
proteína CD3US6, siendo por tanto capaz de mediar la retención de ambas moléculas 
de forma simultánea (Figura 16C y D).  

También se monitorizó la expresión tanto de CD3 como de HLA-I a lo largo de 30 días 
para ver si la retención era estable. La evaluación de la retención de estas moléculas a 
lo largo del tiempo muestra fluctuaciones, pero el porcentaje de expresión se mantiene 
alrededor del 50% en los linfocitos modificados respecto a los linfocitos UT (Figura 16E 
y F).   

Finalmente, procedimos a evaluar si la retención de CD3ε interfería con la expresión 
del TCR en superficie. A través de citometría de flujo se determinó que hay una 
reducción en la expresión de las moléculas de TCR en la superficie de los linfocitos T 
modificados (Figura 16G). 
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Figura 16 Estudio de la proteína quimérica CD3US6. A. Diagrama que muestra los diferentes elementos 
contenidos en el transgén que codifica para la proteína CD3US6. B. Diagrama que muestra el mecanismo 
de acción teórica de la proteína CD3US6. C y D. Gráficos que muestran el análisis conjunto de la expresión 
de CD3 y HLA-I en linfocitos T UT o CD3US6 a día 9 de expansión (n=16 donantes independientes). E y F. 
Gráficos que muestran la expresión relativa de CD3 y HLA-I en linfocitos T UT y CD3US6 durante un período 
de 28 días (n=5 donantes independientes). G. Gráfico que muestra la expresión de TCRαβ en linfocitos T 
UT o CD3US6 a día 9 de expansión (n=5 donantes independientes). **p<0.0021, ****p<0.0001 
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1.4-Retención de CD7 a través del intracuerpo CD7US6 

Una vez establecido que la proteína US6 puede ser utilizada como un motivo de 
retención intracelular, se procedió a estudiar si esta estrategia podía aplicarse para 
otras moléculas de interés como CD7. 

Para ello, se generó un nuevo transgén cambiando la secuencia codificante para el 
scFv contra CD3ε por una secuencia que codificaba para un scFv dirigido contra CD7 
(Figura17A). Una vez generados los vectores lentivirales, se transdujeron linfocitos 
humanos para evaluar el efecto de la proteína quimérica CD7US6 sobre la expresión de 
CD7 y HLA-I. Los resultados obtenidos muestran una reducción significativa en la 
expresión de ambas moléculas (Figura 17B y C). 

 

Figura 17 Retención de la proteína CD7 A. Diagrama esquemático del transgén expresado y gráficos de 
citometría de flujo donde se visualiza la expresión de CD7 en las diferentes condiciones. B y C. Análisis 
agrupado (n=5 donantes independientes) de la intensidad promedio de fluorescencia para la expresión de 
HLA de clase I y CD7 en linfocitos T UT y CD7US6. **p<0.0021, *p<0.0332. 
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1.5-Efecto de la expresión de CD3US6 sobre el fenotipo de los linfocitos T 

Finalmente, procedimos a evaluar si la expresión de CD3US6 podía tener algún efecto 
negativo sobre el crecimiento de los linfocitos T, así como evaluar posibles efectos 
sobre la proporción CD4/CD8 o sobre la generación de células efectoras o de memoria. 

Para evaluar el efecto sobre el crecimiento se realizó un ensayo de expansión a 10 días. 
En este, se activaron los linfocitos T con dynabeads CD3/CD28. El crecimiento de los 
linfocitos T se refleja en doblajes de población. Al final del ensayo, los resultados 
muestran que los linfocitos CD3US6 muestran un crecimiento muy similar a los 
linfocitos UT o a aquellos transducidos para expresar tan solo la proteína US6 (Figura 
18 A).  

La determinación de la proporción CD4/CD8 y del fenotipo de memoria o efector de los 
linfocitos T se realizó al final del protocolo de expansión. Se evaluó por citometría de 
flujo la expresión de CD8, así como de las moléculas CD45RA y CCR7, asociadas a un 
fenotipo de memoria de los linfocitos T. Los resultados obtenidos muestran que no hay 
un cambio significativo en los porcentajes de las subpoblaciones CD4/CD8, así como 
tampoco hay un cambio en el patrón de expresión de CD45RA y CCR7 en los linfocitos 
T CD3US6 en comparación a los linfocitos UT (Figura 18 B,C y D). De esta, manera 
determinamos que la expresión de CD3US6 no tiene ningún efecto sobre el crecimiento 
o la diferenciación de los linfocitos T humanos según los marcadores evaluados. 
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Figura 18 Efecto de la expresión de CD3US6 sobre el fenotipo de los linfocitos T A. Gráfico que muestra 
el crecimiento de los linfocitos T en un protocolo de expansión a 10 días (n=3 donantes independientes). 
B. Gráfico que muestran la proporción CD4 /CD8 en los linfocitos UT y CD3US6 (n=5 donantes 
independientes). C y D. Gráficos que muestran los porcentajes de los diferentes subtipos de linfocitos T 
de memoria dentro de las poblaciones CD4 y CD8 (n=5 donantes independientes). 
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1.6.- Evaluación de la eficacia de CD3US6 para disminuir la respuesta alogénica 

Una vez establecido que la expresión de CD3US6 permitía generar una disminución 
significativa de las proteínas deseadas en la superficie del linfocito T, vimos que no 
conseguíamos lograr una retención completa de estas. Por ello, procedimos a 
investigar si funcionalmente esta disminución era suficiente para evitar o al menos 
lograr un menor grado de rechazo y GvHD. Para ello hicimos diferentes ensayos para 
evaluar la respuesta de estos linfocitos CD3US6 en un contexto alogénico. 

1.6.1.-Evaluación de la reducción de HLA-I sobre el rechazo inmunológico 

El rechazo inmunológico es un fenómeno en el cual el sistema inmune del receptor 
reconoce las moléculas de HLA del injerto como extrañas, generándose una reacción 
contra este. En este contexto de rechazo, los linfocitos T juegan un papel crucial, 
mediando la destrucción del injerto.  

En nuestro caso, para proceder a evaluar el rechazo en un contexto alogénico, se 
cultivaron linfocitos UT o CD3US6 junto a linfocitos T provenientes de diferentes 
donantes alogénicos, a una proporción 1:1. Para poder diferenciar entre los linfocitos 
de los dos donantes, se tiñeron con el colorante CTFR los linfocitos procedentes de los 
donantes alogénicos.  

Para evaluar la reactividad de estos linfocitos en un contexto alogénico, 16h después 
del inicio del co-cutivo se estudió por citometría de flujo la expresión de marcadores de 
activación, como CD69 y CD154 (Figura 19A). Los resultados obtenidos muestran 
cómo una disminución en la expresión de HLA-I en superficie es suficiente para atenuar 
la respuesta de rechazo mediada por los linfocitos T en un contexto alogénico, en tanto 
que la presencia de marcadores de activación en los linfocitos provenientes de un 
donante alogénico es menor cuando estos son cultivados junto a linfocitos CD3US6 
que linfocitos UT (Figura 19 B y C). 
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Figura 19 Efecto de la reducción de HLA-I sobre el rechazo inmunológico A. Estrategia de gating para 
detectar la expresión de los marcadores de activación CD69 y CD154 en los linfocitos T provenientes de 
donante alogénico (CTFR+). B y C. Gráficos que muestran los porcentajes de linfocitos T alogénicos CD69+ 
o CD154+ cuando son cultivados junto a linfocitos UT o CD3US6 (n=5 donantes independientes) 
**p<0.0021, *p<0.0332. 
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1.6.2.-Reconocimiento por parte de las células NK hacia los linfocitos 
CD3US6 

Dentro del sistema inmunológico encontramos las células NK. Estas células 
pertenecen al sistema inmune innato y se encargan de mediar la lisis de células que 
han perdido la expresión de las moléculas de HLA-I. Por este motivo, procedimos a 
estudiar si en un contexto alogénico, estas células NK podían reconocer a los linfocitos 
CD3US6 y eliminarlos. Para ello, aislamos células NK de sangre periférica (Figura 20A), 
e hicimos un co-cultivo de estas con linfocitos UT o CD3US6 a una proporción 1:1. Para 
evaluar si las células NK se activaban frente a los linfocitos CD3US6, hicimos un ensayo 
de degranulación por citometría de flujo, marcando CD107a 6 horas después del inicio 
del co-cultivo (Figura 20B).  

Los resultados obtenidos muestran que los linfocitos CD3US6, al tener una menor 
expresión de HLA-I en su superficie, generan una mayor activación de las células NK, 
en tanto que se ve un aumento significativo en la degranulación de estas (Figura 20C). 
De esta manera, los resultados sugieren que los linfocitos CD3US6 serían más 
susceptibles a ser eliminados por las células NK en un contexto de trasplante 
alogénico. 
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Figura 20 Reconocimiento por parte de las células NK hacia los linfocitos CD3US6 A. Análisis por 
citometría de flujo para determinar la pureza de las células NK aisladas de sangre periférica a través del 
marcador CD56. B. Estrategia de gating para determinar el porcentaje de células NK CD107+. C. Análisis 
conjunto (n=6) de la activación de las células NK frente a linfocitos T UT y CD3US6, en base al porcentaje 
de células CD107a+. **p<0.0021. 
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1.6.3.-Determinación del efecto de CD3US6 sobre el GvHD in vitro 

El GvHD un fenómeno inmunológico que ocurre porque los linfocitos T provenientes de 
un donante alogénico reconocen las moléculas del HLA del receptor como extrañas, 
generándose una reacción contra los tejidos de este.  

Para determinar si los linfocitos CD3US6 presentan una respuesta menor frente a un 
estímulo alogénico realizamos co-cultivos de linfocitos T con  un pool  de moDCs 
provenientes de diferentes donantes alogénicos.  La evaluación de la respuesta de los 
linfocitos T frente a este estimulo alogénico se hizo mediante la detección del marcador 
de degranulación CD107a (Figura 21A), el cual nos indicará si está habiendo actividad 
citotóxica frente a las moDCs alogénicas. Además, se procedió a cuantificar por via de 
un ELISA la presencia de la citocina IFNγ, la cuál es producida por los linfocitos T 
activados, en el sobrenadante del co-cultivo.  

El análisis de los datos correspondientes a estos experimentos muestra como los 
linfocitos CD3US6 tienen una menor degranulación, en comparación a linfocitos 
control, frente a las moDCs alogénicas 6h después del inicio del co-cultivo (Figura 
21B). Por otra parte, la cuantificación de IFNγ demuestra, que mientras los linfocitos 
UT producen altos niveles de esta molécula frente a la presencia de un estímulo 
alogénico, los linfocitos CD3US6 generan en la mayoría de los casos una cantidad de 
IFNγ no detectable o mucho menor a la producida por los linfocitos control (Figura 
21C). 

De esta manera, los resultados obtenidos indican que la disminución de CD3 en 
superficie mediada por el intracuerpo CD3US6 es suficiente para atenuar e incluso 
evitar la aloreactividad de los linfocitos T en ensayos in vitro. 
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Figura 21 Determinación del efecto de CD3US6 sobre el aloreconocimineto A. Estrategia de gating para 
determinar la presencia de células reactivas, a través de la expresión de la molécula CD107a. B. Gráfico 
que muestra el análisis conjunto (n=6 donantes independientes) de linfocitos T CD107a+ en las 
condiciones UT y CD3US6. C. Gráfico que muestra la presencia de IFNγ en el sobrenadante del co-cultivo, 
expresado como picogramos de IFNγ por mL de sobrenadante (n=6 donantes independientes). **p<0.0021, 
*p<0.0332 
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1.6.4.-Estudio del GvHD en un modelo murino 

Viendo la eficacia de CD3US6 para disminuir la respuesta alogénica in vitro por parte 
los linfocitos T, procedimos a realizar experimentos in vivo con un modelo murino de 
ratones inmunosuprimidos de la cepa NSG. En este experimento, se valoró durante los 
4 primeros días el estado de salud de los ratones, así como su peso. Al quinto día se 
administraron por vía intravenosa un total de 10M linfocitos UT o CD3US6 y se hizo un 
seguimiento semanal del estado de salud hasta el final del experimento (Figura 22A). 
El estado de salud de los ratones, así como la detección en sangre de linfocitos T 
humanos, sugieren que los linfocitos UT son capaces de reconocer los xenoantigenos 
del ratón. Vemos como se promueve así su proliferación, y la generación de una 
respuesta contra los tejidos del ratón, la cual se refleja en la aparición de los síntomas 
asociados a un XvHD. Mientras que los linfocitos T CD3US6, muestran muy poca 
capacidad de proliferación, y solo se observa la aparición de síntomas leves asociados 
a un XvHD (Figura 22B y C). 

 

Figura 22 Estudio de la aloreactividad en un modelo murino A. Esquema de la línea temporal del 
experimento. B. Gráfico que muestra la evolución de la sintomatología de XvHD a lo largo del tiempo (n=4 
ratones). C. Gráfico que muestra el número de linfocitos T humanos en sangre a lo largo del tiempo (n=4 
ratones). **p<0.0021 
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Durante el experimento, aquellos ratones que alcanzaban un XvHD severo fueron 
sacrificados por motivos éticos. Una vez evaluada la supervivencia a largo plazo de los 
ratones, vemos que el grupo CD3US6 tiene una mayor supervivencia que el grupo 
control con linfocitos UT (Figura 23). 

 

Figura 23 Curva de supervivencia de los dos grupos experimentales (n=4 ratones). *p<0.0332 

 

Además, se hizo un análisis post-mortem de la infiltración de los linfocitos T en algunos 
tejidos del ratón. Para ello se diseccionaron los ratones y se extrajeron la médula ósea, 
el bazo y el hígado. El análisis por citometría de flujo muestra un mayor número de 
linfocitos T humanos infiltrados en los tejidos del grupo de ratones administrados con 
linfocitos UT, mientras que la infiltración en los ratones administrados con linfocitos 
CD3US6 es muy baja o inexistente (debido al fallecimiento súbito por causas 
independientes a las condiciones experimentales de uno de los ratones del grupo 
CD3US6 se decidió parar el experimento en el último día en que se habían realizado las 
mediciones de ese sujeto. Además, no se pudieron lograr extraer los órganos del sujeto 
para su análisis post-mortem, por ello tan solo figuran los resultados de los otros tres 
ratones) (Figura 24A-C). 
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Figura 24 Análisis de la infiltración de linfocitos T en órganos murinos A, B y C. Gráficos que muestran 
el análisis conjunto del número normalizado de linfocitos T humanos en medula ósea, hígado y bazo de los 
ratones (n=3-4 ratones). **p<0.0021, *p<0.0332 

 

1.7. Combinación de CD3US6 con un CAR-T de segunda generación 

Finalmente, procedimos a evaluar si la combinación de CD3US6 permitía la expresión 
correcta de un CAR en el mismo linfocito T, y si esta combinación era funcional. 

Para ello, realizamos una estrategia de cotransducción, en la que modificamos 
linfocitos T humanos para que expresasen el CAR ARI-0002h, un CAR de segunda 
generación dirigido contra el antígeno BCMA, y la proteína CD3US6 (ARI-0002hU) 
(Figura 25A). A través del análisis por citometría de flujo encontramos que éramos 
capaces de generar una población de linfocitos CAR-T con una expresión reducida de 
CD3 y HLA-I en su superficie (Figura 25B- D). 
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Figura 25 Combinación de CD3US6 con un CAR-T de segunda generación. A. Diagrama que muestra la 
estrategia de co-transducción. B. Gráficos representativos de citometría de flujo que muestran la 
expresión de CD3 y CAR. C y D. Análisis de la expresión de CD3 y HLA-I en la superficie de los linfocitos UT, 
ARI-0002h y ARI-0002hU (n=5 donantes independientes). ***p<0.0002, **p<0.0021, *p<0.0332. 
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Con estos linfocitos ARI-0002hU realizamos ensayos de citotoxicidad contra las 
células diana ARP-1 y U266. Ambas líneas tumorales son un modelo de mieloma 
múltiple y expresan el antígeno BCMA en su superficie. Además, habían sido 
previamente modificadas para expresar los genes reporteros GFP y la luciferasa de 
luciérnaga.  Estos ensayos de citotoxicidad se realizaron a través de co-cultivos en 
diferentes proporciones de células diana: células efectoras, y se evaluó la citotoxicidad 
a las 24 horas a través de la medida de la luminiscencia. En los resultados obtenidos 
se muestra como los linfocitos ARI-0002h tienen una tendencia a tener un mayor efecto 
citotóxico que los linfocitos ARI-0002hU, pero en la mayoría de las condiciones, esta 
diferencia no es significativa (Figura 26A y B). 

Además, en este ensayo también evaluamos si la expresión de CD3US6 modificaba la 
expresión de marcadores de agotamiento o la capacidad de secretar algunas citocinas 
proinflamatorias en los linfocitos CAR-T. Los resultados muestran como la expresión 
de marcadores de agotamiento no difiere entre los linfocitos ARI-0002h y los linfocitos 
ARI-0002hU, ni al final de la expansión, ni después del ensayo de citotoxicidad (Figura 
26C y D). En cuanto a la secreción de citocinas, se cuantificó la presencia de IFNγ, IL-
2, TNFα y Granzima B a través de un ELISA en el sobrenadante del ensayo de 
citotoxicidad. A partir de los resultados obtenidos se aprecian una reducción 
significativa en la secreción de las citocinas IFNγ e IL-2  por parte de los CAR-T ARI-
0002hU (Figura 26E). 
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Figura 26 Estudio funcional de los linfocitos ARI-0002hU. A y B. Gráficos que muestran la citotoxicidad, 
expresada como el porcentaje de lisis específica, de los linfocitos UT, ARI-0002h y ARI-0002hU frente a las 
líneas tumorales U266 y ARP-1 (n=5 donantes independientes). C y D. Análisis del porcentaje de linfocitos 
que expresan marcadores de agotamiento al final de la expansión y después del ensayo de citotoxicidad 
(n=5 donantes independientes). E. Análisis conjunto de la cuantificación de las citocinas proinflamatorias 
IFNγ, TNFα, Granzima B e IL-2 liberadas por los linfocitos CAR-T después de un ensayo de citotoxicidad 
(n=5 donantes independientes). **p<0.0021,*p<0.0332 
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Finalmente, procedimos a evaluar si la capacidad funcional de los linfocitos ARI-
0002hU tampoco se veía alterada en un modelo in vivo. Para ello, se utilizaron ratones 
de la cepa NSG. Estos ratones fueron sometidos a una irradiación de cuerpo completo, 
previamente a ser inyectados con 1millón (M) de células ARP-1. Una vez comprobado 
que las células tumorales habían injertado en el ratón, se procedió a administrar a los 
ratones con una dosis de 1M de linfocitos ARI-0002h o ARI-0002hU. A partir del día de 
administración se realizó un seguimiento de la progresión de la enfermedad a través de 
la medida de la luminiscencia obtenida mediante el equipo IVIS (Figura 27A). Los 
resultados muestran como en los grupos de animales administrados con las 
condiciones control (Salino, linfocitos UT o linfocitos CD3US6) hay una rápida 
progresión de la enfermedad, y tuvieron que ser sacrificados rápidamente. En cambio, 
los grupos de ratones administrados con los linfocitos ARI-0002h o ARI-0002hU son 
capaces de controlar la enfermedad de manera similar, sin observarse una alteración 
en la función de los linfocitos ARI-0002hU en comparación a los ARI-0002h (Figura 27B-
D). 
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Figura 27 Determinación de la funcionalidad de los linfocitos ARI-0002hU en un modelo murino. A. 
Esquema temporal que muestra el curso del experimento. B. Gráfico que muestra la progresión tumoral, 
expresada a través del valor de radiancia emitida por los ratones (n=3-4 ratones). C. Curva de supervivencia 
de los diferentes grupos experimentales. D. Imágenes representativas de la progresión tumoral en los 
diferentes grupos experimentales. 
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2.- Desarrollo de una terapia CAR-T dirigida a SARS-CoV-2 

2.1.-Diseño de CAR de segunda generación contra la proteína S del SARS-CoV-2 

Para realizar el diseño de los CAR de 2ª generación contra el SARS-CoV-2, utilizamos 
las secuencias de los anticuerpos C8 y C10. Estos anticuerpos fueron desarrollados a 
través de tecnología de phage display a partir de librerías de anticuerpos humanos y 
fueron seleccionados para reconocer el dominio de unión al receptor (RBD) de la 
proteína S del virus. Las secuencias fueron amablemente cedidas por las doctoras 
Mireia Pelegrín y Mar Naranjo del Institute for Regenrative Medicine & Biotherapy, 
Francia.  

Con tal de generar dos scFv con los anticuerpos C8 y C10, se unieron las secuencias 
de la región variable pesada y ligera a través de un conector basado en cuatro 
repeticiones de la secuencia aminoacídica Gly-Ser-Ser-Ser. Estos scFv fueron 
posteriormente clonados en el plásmido de expresión pCCL-EF1α utilizando las 
enzimas de restricción MluI y XbaI, para poder intercambiar el scFv dirigido contra 
CD19 por los scFv derivados de los anticuerpos C8 y C10. Además, a partir de estos 
scFv generamos 2 constructos CAR diferentes, bien con el dominio de coestimulación 
basado en la molécula 4-1BB o bien en la molécula CD28, obteniendo así 4 plásmidos 
diferentes (Figura 28A). 

A partir de estos plásmidos se hizo la producción de vectores lentivirales de 3a 
generación. Con tal de evaluar si la expresión de estos CAR afectaba o no al 
crecimiento de los linfocitos T hicimos un protocolo de expansión a 10 días. Los 
resultados recogidos de diferentes expansiones demuestran como el crecimiento de 
los linfocitos T no se ve afectado respecto al control, a excepción de aquellos linfocitos 
que expresan el CAR C8-BBz, los cuales no consiguen llegar al límite mínimo de 
expansión (Figura 28B). Debido a esta limitación, decidimos prescindir de este CAR-T 
para los ensayos in vitro. El último día de expansión también procedimos a evaluar a 
través de citometría de flujo si la molécula CAR se expresaba correctamente en 
superficie. Los resultados obtenidos de diferentes expansiones muestran que los 
diferentes CAR se expresan correctamente en la superficie de los linfocitos 
transducidos (Figura 28C). 
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Figura 28 Diseño de CAR de segunda generación contra la proteína S del SARS-CoV-2 A. Diagrama 
esquemático de los 4 CAR generados, C8-28z, C8-BBz, C10-28z y C10-BBz. B. Gráfico representativo que 
muestra la proliferación de los diferentes linfocitos CAR-T durante 10 días, expresada como doblajes de 
población. C. Gráficos representativos de citometría de flujo, que muestran la correcta expresión de los 
diferentes CAR en la superficie de linfocitos T humanos. 
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2.2.-Generación de una línea celular modelo infección de SARS-CoV-2 

Para poder evaluar la correcta funcionalidad de los linfocitos CAR-T, necesitábamos 
un modelo celular de infección por SARS-CoV-2. Debido a limitaciones técnicas 
asociadas a la bioseguridad, que nos impedían trabajar con el virus real en nuestro 
centro, procedimos a buscar una alternativa.  

Generamos un transgén que codifica para la proteína S de la cepa original del virus, 
seguido de un dominio autoescindible T2A y la secuencia codificante para la luciferasa 
Gaussia, que servía como gen reportero. Este transgén fue clonado en un plásmido de 
expresión pCCL-EF1α (Figura 29A). Una vez generados los vectores lentivirales, se 
transdujeron dos líneas celulares, la línea de riñón humano HEK293T y la línea de 
adenocarcinoma de pulmón A549. 

Con tal de conseguir una línea que no perdiese la expresión a lo largo del tiempo 
tuvimos que hacer una dilución límite para aislar clones únicos a partir de los cuales 
conseguir una línea estable. Para mirar la estabilidad de la expresión del gen a lo largo 
del tiempo hicimos ensayos de bioluminiscencia. Los resultados obtenidos, muestran 
una producción de luminiscencia estable a lo largo del tiempo, en ambas líneas 
celulares (Figura 29B). 

Finalmente, fuimos capaces de detectar la expresión de la proteína S en la superficie 
de los clones seleccionados a través de citometría de flujo. De esta manera 
conseguimos tener dos líneas celulares que expresaban el transgén, las cuales 
rebautizamos como 293GS y A549GS. Además, comparando la expresión de la proteína 
S en la superficie de ambas líneas celulares, vimos que la línea A549GS tenía un menor 
nivel de expresión que la 293GS, obteniendo así dos modelos, uno con una alta 
expresión del antígeno contra el que va dirigido el CAR y otra con una expresión media 
(Figura 29C). 
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Figura 29 Generación de un modelo de infección in vitro. A. Diagrama que muestra el transgén que 
codifica para la proteína Spike y para el gen reportero de la luciferasa Gaussia. B. Gráfico que muestra la 
emisión de luminiscencia de las líneas 293T, A549, 293GS y A549GS. C. Histogramas de citometría de flujo 
que muestran la expresión de la proteína Spike en la superficie de las líneas A549 y HEK293T. 

 

2.3.-Evaluando la capacidad funcional de los CAR-T contra SARS-CoV-2 
Con tal de probar el efecto citotóxico de los diferentes CAR-T hicimos ensayos de 
citotoxicidad. Para ello utilizamos el Xcelligence, el cual nos permite determinar la 
cantidad de células diana (293GS o A549GS) en el pocillo a través de la lectura de la 
impedancia (Figura 30A y B). Los resultados obtenidos después de realizar múltiples 
ensayos de citotoxicidad demuestran que los linfocitos CAR-T que derivan del 
anticuerpo C10 son capaces de reconocer y eliminar a las 293GS, mientras que el CAR-
T C8-28z no es capaz de mediar un efecto citotóxico significativo frente a esta línea 
(Figura 30C). En cuanto a la citotoxicidad frente a las A549GS, se observa como todos 
los CAR-T son capaces de reconocer y eliminar las células diana. En este caso, se 
observa cómo la citotoxicidad mediada por los CAR-T C10-28z y C10-BBz es mayor que 
la del C8-28z (Figura 30D). Cabe destacar que no se observan diferencias en la 
citotoxicidad entre los CAR-T C10-28z y C10-BBz pese a diferir en su dominio de 
coestimulación (Figura 30C y D). 
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Figura 30 Evaluación funcional de los linfocitos CAR-T contra SARS-CoV-2 A y B.  Gráficos que 
muestran la evolución del índice celular en ensayos de citotoxicidad de los linfocitos CAR-T contra las 
líneas 293GS y A549GS. C y D. Análisis agrupado de la citotoxicidad (n=6 donantes independientes) a las 
72 horas frente a las líneas 293GS y A549GS. ***p<0.0002, **p<0.0021, *p<0.0332 

Una vez evaluada la actividad citotóxica, nos aseguramos de que esta realmente era 
causada por el reconocimiento de la proteína S en la superficie de las células. Para ello, 
hicimos de nuevo ensayos de citotoxicidad utilizando también el Xcelligence. En este 
caso, las células diana eran las HEK293T y las A549 sin modificar (Figura 31A y B). Los 
resultados obtenidos, muestran como los linfocitos CAR-T, ya sea aquellos que derivan 
del anticuerpo C8 o del anticuerpo C10, no ejercen ninguna toxicidad frente a las líneas 
celulares sin modificar. Por tanto, el efecto visto con las líneas modificades es 
atribuible al reconocimiento especifico de la proteína S por parte de los linfocitos CAR-
T (Figura 31C y D). 
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Figura 31 Evaluación de la especificidad de los linfocitos CAR-T contra SARS-CoV-2. A y B.  Gráficos 
que muestran la evolución del índice celular en ensayos de citotoxicidad de los linfocitos CAR-T contra las 
líneas HEK293T y A549. C y D. Análisis agrupado de la citotoxicidad (n=4 donantes independientes) a las 
72 horas frente a las líneas 293GS y A549GS. 

 

Finalmente, realizamos un experimento de citotoxicidad consecutiva con células diana 
para ver si los CAR-T podían mantener su actividad citotóxica durante un largo período 
de tiempo. Para ello, enfrentamos los CAR-T a 4 retos consecutivos con células diana 
A549GS, evaluando la capacidad citotóxica de los CAR-T en el último reto utilizando el 
Xcelligence. Los resultados muestran cómo después de 3 retos consecutivos, los CAR-
T C10-28z y C10-BBz son capaces de mantener una actividad citotóxica significativa 
frente a las A549GS, mientras que los CAR-T C8-28z no. Además, siguen sin observarse 
diferencias entre los CAR C10-28z y C10-BBz a nivel de citotoxicidad (Figura 32A). 

Durante este experimento también evaluamos el crecimiento de los linfocitos al final 
de cada reto. Los datos obtenidos muestran como los CAR C10-28z y C10-BBz son 
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capaces de proliferar durante los diferentes retos mientras que el C8-28z no es capaz 
de hacerlo. También se observa una tendencia del CAR C10-28z a proliferar más en 
comparación al C10-BBz durante el experimento (Figura 32B). Además, evaluamos el 
perfil de agotamiento a través de citometría de flujo una vez finalizado el último reto, y 
no se encontraron diferencias significativas entre los CAR C10-28z y C10-BBz pese a 
tener dominios de coestimulación diferentes (Figura 32C-E). 
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Figura 32 Determinación de la persistencia in vitro. A. Análisis conjunto de la citotoxicidad frente a la 
línea A549GS a las 48 horas en el cuarto reto (n=5 donantes independientes). B. Gráfico que muestra la 
proliferación de los linfocitos CAR-T, expresado a partir del número de eventos CD3+, al final de cada reto 
(n=5 donantes independientes). C, D y E. Gráficos que muestran la expresión de los marcadores de 
agotamiento PD-1, LAG-3 y CTLA-4 en los linfocitos T al final del ensayo de persistencia (n=4 donantes 
independientes). **p<0.0021. 
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2.4.- Citotoxicidad en presencia de fármacos inmunosupresores 

Debido a que una parte importante de la población en riesgo son pacientes que han 
recibido un trasplante de órgano sólido, evaluamos los posibles efectos que puedan 
tener los fármacos inmunosupresores que son administrados de manera sistémica a 
estos pacientes. Para ello, realizamos ensayos funcionales en presencia de 
prednisolona, un inmunosupresor de amplio espectro. En los ensayos pudimos ver que 
la presencia de prednisolona no generaba diferencias significativas en la citotoxicidad 
mediada por los linfocitos CAR-T a las 48 horas (Figura 33A). También procedimos a 
cuantificar la secreción de diferentes citocinas proinflamatorias implicadas en la 
respuesta de los linfocitos T. Los resultados muestran cómo los linfocitos CAR-T C10-
28z presentan una mayor liberación de citocinas proinflamatorias en comparación a 
los C10-BBz. Además, se pone de manifiesto que la presencia de un agente 
inmunosupresor es capaz de mediar una reducción significativa sobre la cantidad de 
citocinas liberadas por los linfocitos CAR-T independientemente de su dominio de 
coestimulación. Pese a esta reducción, los CAR-T C10-28z siguen produciendo niveles 
considerables de citocinas proinflamatorias (Figura 33B-E). 
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Figura 33 Citotoxicidad en presencia de fármacos inmunosupresores. A. Análisis de la citotoxicidad a 
las 48 horas de los linfocitos CAR-T en absencia o presencia de prednisolona (n=5 donantes 
independientes). B, C, D y E. Análisis de la secreción de IL-2, IFNγ, TNFα y Granzima B después de un 
ensayo de citotoxicidad en absencia o presencia de prednisolona (n=5 donantes independientes). 
***p<0.0002, **p<0.0021, *p<0.0332 
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2.5.-Evaluando la capacidad citotóxica en un modelo de infección real  

Pese a que los linfocitos CAR-T habían sido capaces de reconocer y eliminar las líneas 
celulares que expresan la proteína S en su superficie de forma artificial, decidimos 
evaluar si estos iban a ser capaces de reconocer la expresión de esta proteína en 
células infectadas por el virus. Para ello, realizamos ensayos de citotoxicidad in vitro. 
En estos, procedimos a infectar las células Calu-3 con el SARS-CoV-2. Una vez 
transcurrido un cierto tiempo que permitiese la propagación del virus a la mayoría de 
las células, se añadieron los linfocitos CAR-T a una proporción 5:1, y se evaluó la 
citotoxicidad a través del Xcelligence (Figura 34A). Los resultados de múltiples ensayos 
muestran un fuerte efecto citopático debido a la infección por el virus, que disminuye 
sensiblemente la cantidad de células durante el ensayo de citotoxicidad. Pero, se 
puede apreciar una reducción significativa en la cantidad de células infectadas cuando 
se añaden los linfocitos CAR-T (Figura 34B). Finalmente, procedimos a cuantificar la 
cantidad de partículas virales fruto del ciclo viral presentes en el sobrenadante de los 
pocillos al final de la citotoxicidad. Los resultados obtenidos muestran como la 
presencia de los linfocitos CAR-T es capaz de mediar una reducción significativa en la 
cantidad de partículas víricas en comparación a la condición control con linfocitos UT 
(Figura 34C). 
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Figura 34 Evaluando la capacidad funcional de los linfocitos CAR-T en un modelo de infección real. 
A. Diagrama que muestra el curso del experimento. B. Análisis de la citotoxicidad frente a células Calu-3 
infectadas por el SARS-CoV-2 (n=6 donantes independientes). C. Análisis de la cuantificación de partículas 
víricas después de un ensayo de citotoxicidad (n=6-8 donantes independientes). ***p<0.0002, *p<0.0332. 

2.6.-Diseño y combinación de CD3US6 con el CAR contra SARS-CoV-2 
El último objetivo en esta tesis doctoral era evaluar si la combinación de la expresión 
de la molécula CD3US6 y la expresión de un CAR podía llevarse a cabo para generar 
linfocitos T CD3- CAR+, para el uso de estos CAR-T de forma alogénica en el tratamiento 
de la COVID-19 como tratamiento listo al uso (off-the-shelf).  

Para ello, sintetizamos una secuencia transgénica que contenía la secuencia de la 
proteína CD3US6 seguida de la secuencia de los CAR C10-28z y C10-BBz, separadas 
por un dominio autoescindible T2A. Permitiendo así la expresión de estas dos 
moléculas de forma independiente, pero bajo el mismo promotor. Esta secuencia fue 
clonada en un plásmido de expresión pCCL-EF1α utilizando las enzimas de restricción 
MluI en el extremo 5’ y BspEI en el extremo 3’. Una vez obtenidos los plásmidos, se 
generaron los vectores lentivirales de 3ª generación correspondientes (Figura 35A). 

Posteriormente, se procedió a transducir linfocitos T humanos con estos vectores en 
un protocolo de expansión a 10 días. Los resultados obtenidos muestran que la 
expresión de estos transgenes no afecta a la capacidad proliferativa de los linfocitos T 
(Figura 35B). Así mismo, al evaluar la expresión de estos por citometría de flujo, se 
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observa una menor expresión de CD3 y HLA-I en la superficie de los linfocitos CAR C10-
28U y C10-BBU en comparación a los linfocitos CAR convencionales (Figura 35C y D). 
De esta manera, determinamos que la co-expressión de la molécula CD3US6 junto a 
los CAR C10-28z o C10-BBz es plausible y que no muestra ningún efecto negativo sobre 
los linfocitos transducidos. 
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Figura 35 Generación de linfocitos CAR-T alogénicos contra SARS-CoV-2. A. Diagrama que muestra la 
secuencia transgénica para obtener los linfocitos CAR-T alogénicos contra SARS-CoV-2. B. Gráfico que 
muestra la expansión de los diferentes linfocitos CAR-T durante 10 días (n=5 donantes independientes). C 
y D. Análisis de la expresión de CD3 y de HLA-I en los diferentes linfocitos CAR-T (n=5 donantes 
independientes). **p<0.0021, *p<0.0332. 
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2.7.-Evaluando capacidad citotóxica de los CAR-T alogénicos contra SARS-CoV-
2 

El siguiente paso en esta investigación era determinar si el funcionamiento de los CAR-
T se veía modificado por la retención de la molécula CD3ε. Para ello, procedimos a 
realizar ensayos de citotoxicidad para comparar los linfocitos CAR-T y los linfocitos 
CD3US6 CAR-T. Los ensayos de citotoxicidad realizados en el Xcelligence contra la 
línea celular 293GS muestran como los linfocitos CD3US6 CAR-T son capaces de 
mediar el reconocimiento de esta y ejercer un efecto citotóxico igual a los linfocitos 
CAR-T convencionales (Figura 36 A y B).  

Además, se realizaron ensayos de citotoxicidad consecutivos para ver si la retención 
de CD3ε afectaba a la capacidad citotóxica a largo plazo y a la proliferación de los 
linfocitos CD3US6 CAR-T. Los resultados muestran que los linfocitos CD3US6 CAR-T 
son capaces de mantener una citotoxicidad sostenida similar a la de los linfocitos CAR-
T convencionales. Además, tampoco hay diferencias a nivel proliferativo (Figura 36 C y 
D). 

Al final de este ensayo de reestimulación precedimos a evaluar la expresión de 
diferentes marcadores de agotamiento para ver si la retención del CD3ε provocaba 
algún efecto sobre la expresión de estas proteínas. Los resultados obtenidos a través 
de citometría de flujo muestran que hay expresión de marcadores de agotamiento a un 
nivel similar entre los linfocitos CAR-T y los linfocitos CD3US6 CAR-T (Figura 36 E-G). 
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Figura 36 Evaluación funcional de los linfocitos CAR-T alogénicos contra SARS-CoV-2. A. Gráfico que 
muestra la evolución del índice celular en un ensayo de citotoxicidad frente a las 293GS.B. Análisis de la 
citotoxicidad a las 48 horas frente a las 293GS (n=5 donantes independientes). C. Análisis de la 
citotoxicidad a las 48 horas frente a las 293GS en el cuarto reto del ensayo de persistencia (n=5 donantes 
independientes). D. Proliferación de los linfocitos CAR-T durante un ensayo de persistencia, expresado 
como el número de ventos CD45+ (n=5 donantes independientes).  E, F,G. Análisis de la expresión de 
marcadores asociados al agotamiento como PD-1, CTLA-4 y LAG-3 al final del ensayo de persistencia (n=5 
donantes independientes). 
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Las terapias basadas en linfocitos CAR-T han demostrado ser una opción terapéutica 
eficaz en pacientes con enfermedades oncohematológicas. En la mayoría de los 
ensayos clínicos, este tipo de terapia ha logrado una alta tasa de respuesta en 
pacientes clasificados como refractarios a tratamientos convencionales 71,72,84,85. 

A medida que el campo de las terapias CAR-T ha evolucionado, también han surgido 
limitaciones en su uso. Varios estudios clínicos han reportado que, debido a la forma 
de producción, algunos pacientes experimentaron progresión de su enfermedad o 
deterioro en su estado de salud durante la elaboración de la terapia, impidiéndoles 
beneficiarse de ella, simplemente por el factor temporal derivado de la obtención del 
producto autólogo 261. Asimismo, se ha documentado que en determinados pacientes 
las células autólogas puede presentar tasas de expansión bajas, dificultando la 
obtención de las dosis terapéuticas óptimas. Además, la producción de estas terapias 
implica un gasto económico considerable, lo que globalmente limita su accesibilidad 
en muchos paises 261. 

Para abordar estas limitaciones, se han realizado estudios que buscan desarrollar 
terapias alogénicas mediante el uso de células de donantes sanos. Conceptualmente, 
el enfoque alogénico podría mejorar la calidad del producto terapéutico (selección de 
donantes óptimos, homogeneidad de los productos), aumentar la accesibilidad a la 
terapia y reducir los tiempos hasta la administración 131,199. 

Actualmente, se han desarrollado diversas estrategias para generar terapias CAR de 
forma alogénica. La estrategia preferida es el uso de linfocitos T αβ modificados 
mediante edición génica para impedir la expresión del TCR y las moléculas de HLA en 
su superficie. Sin embargo, muchas de estas terapias no han avanzado hacia su 
aprobación por las agencias regulatorias debido entre otros motivos a preocupaciones 
sobre la seguridad de la edición génica, que puede generar efectos no deseados 
considerados peligrosos para el uso terapéutico228,231,237,238. 

Por esta razón, numerosos estudios han explorado alternativas a la edición génica para 
generar terapias CAR alogénicas. Así han surgido estrategias como el uso de linfocitos 
NK, células T específicas del virus y linfocitos T de memoria entre otros. Aunque este 
tipo de células puede generar una terapia CAR efectiva, presentan ciertas limitaciones 
en comparación con los linfocitos T αβ como se ha descrito en el apartado anterior (ver 
sección 3.3.1-5).  

En este contexto, las estrategias de retención de proteínas basadas en anticuerpos 
intracitoplasmáticos (intracuerpos) pueden ser una opción viable para la generación 
de terapias CAR alogénicas, hasta que se mejore la bioseguridad de las tecnologías de 
edición génica 248. El concepto de intracuerpos tiene un origen antiguo, pero su 
aplicación en terapias CAR es relativamente reciente. Como se ha mencionado 
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anteriormente, el estudio de Dario Campana et.al. demostró que un intracuerpo contra 
CD3ε puede impedir la expresión de esta molécula y del TCR en la superficie de un 
linfocito T, evitando así que el linfocito t pueda generar un rechazo alogénico. 
Tradicionalmente, los intracuerpos del retículo endoplásmico se han generado 
fusionando anticuerpos a secuencias KKXX o KDEL, que facilitan el transporte 
retrógrado del AG al RE, evitando su expresión en la superficie 244,245,248. 

Una limitación importante de la estrategia empleada en el estudio del Dr.Campana es 
que los linfocitos T mantienen la expresión de sus moléculas de HLA, lo que permite 
que los linfocitos CAR-T sean rechazados por los linfocitos propios del receptor y la 
terapia CAR-T sea eliminada. De hecho, muchos estudios destacan el papel clave de 
inhibir la expresión de HLA para prolongar la persistencia de la terapia CAR-T alogénica 
en el receptor 248. 

La expresión de proteínas virales caracterizadas previamente por inhibir de manera 
natural la expresión de moléculas de HLA y por poder retenerse en el RE se presenta 
como una opción potencialmente válida para evitar el uso de la edición génica en 
terapias CAR-T. Algunos estudios recientes muestran que la expresión de estas 
inmunoevasinas reduce significativamente la respuesta hacia ciertas regiones 
inmunogénicas de la molécula CAR, lo que sugiere que esta estrategia podría reducir 
la respuesta alogénica 260. 

Los resultados obtenidos en la primera parte del estudio son consistentes con la 
literatura existente, donde se ha demostrado que la inmunoevasina US6 puede mediar 
una reducción significativa de HLA-I en linfocitos T humanos. Aunque se ha descrito 
que las inmunoevasinas E19K y US3 también pueden mediar este efecto, con ellos no 
observamos una reducción en HLA-I al expresarlas en linfocitos T humanos; de hecho, 
hasta ahora, la mayoría de los estudios no se han realizado en linfocitos T, que de 
manera intrínseca presentan un incremento en la expresión de HLA-I al ser activados. 
Es posible que las inmunoevasinas E19K y US3 no se expresen en cantidades 
suficientes mediante un vector lentiviral con un promotor EF1α, y no puedan 
compensar esta sobreexpresión de HLA-I en linfocitos T activados. Pero en cambio, la 
inmunoevasina US6 sí lo logra, debido a diversas características intrínsecas, que 
incluyen altos niveles de expresión 257–259. 

En cuanto a la generación de un intracuerpo utilizando la proteína US6 como motivo de 
retención, cabe destacar que, hasta ahora, los intracuerpos del RE se habían generado 
a partir de motivos KKXX y KDEL, que funcionan mediante transporte retrógrado del AG 
al RE. Aunque existe poca información sobre la proteína US6, se ha descrito que su 
mecanismo de retención en el RE no se basa en el transporte retrógrado, sino que se 
especula que se debe a su anclaje a la membrana a través de otros mecanismos 
propios de proteínas virales, o bien a través de su interacción con chaperonas 262. 
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Nuestros resultados sobre la expresión de un intracuerpo basado en la proteína US6 
muestran que la fusión de un scFv dirigido contra CD3ε puede mediar una retención 
estable del complejo CD3, disminuyendo la expresión del TCR en la superficie, en línea 
con lo descrito previamente por el grupo del Dr.Campana. Además, la fusión del scFv 
en el extremo 5' de la proteína US6 no interfiere con su función, manteniendo la 
reducción en la expresión de HLA-I en la superficie de los linfocitos T. 

Aunque los resultados muestran una reducción significativa, en la mayoría de los 
casos, sigue habiendo expresión superficial tanto de CD3 como de HLA-I.Esta 
disminución parcial no tiene que ser negativa para el objetivo buscado, puesto que 
puede ser suficiente de cara a evitar una alogenicidad deletérea. Por ello, decidimos 
realizar ensayos para evaluar la respuesta alogénica en estas condiciones US6-
dependientes. Los resultados obtenidos in vitro muestran que esta reducción en HLA-I 
y CD3 se acompaña de una disminución muy significativa de la respuesta alogénica. Es 
probable que esta menor respuesta se deba a que la señalización mediada por el 
complejo TCR no sigue un principio de "todo o nada". Según diversas teorías, la 
transducción del señal a través del TCR implica una competencia entre señales 
positivas y negativas. Es posible que la reducción en las moléculas implicadas en 
señales positivas (CD3, TCR) disminuya el total de señales positivas, aumentando el 
predominio de señales negativas y dificultando la generación de una respuesta 
alogénica 263,264. Con la reducción de la expresión de HLA-I en la superficie ocurre un 
fenómeno similar: al no haber suficiente densidad de estas moléculas, es más difícil 
generar un input de señales positivas, y los linfocitos CD3US6 podrían estar protegidos 
del reconocimiento por parte de los TCR de los linfocitos T del receptor 146. A su vez la 
baja expresión de HLA-I puede ser suficiente para bloquear la citotoxicidad mediada 
por las células NK, cuyos receptores inhibitorios pueden seguir siendo activados frente 
a bajos niveles de HLA-I. 

Esta reducción no implica una desaparición de la respuesta alogénica, pero como 
hemos observado en los ensayos en modelos murinos, hay una clara reducción en la 
severidad de la enfermedad de injerto contra receptor, lo que sugiere que este sistema 
de retención se postula como una estrategia segura para su uso en terapia CAR-T 
alogénica. Además, si se presentara sintomatología leve de GvHD en pacientes 
tratados, esta podría ser más fácilmente abordable y tratable mediante fármacos en 
comparación con GvHD más severos 265. Sin embargo, una de las limitaciones de 
nuestros ensayos es la pureza de las poblaciones de linfocitos CD3US6. Aunque en la 
mayoría de las expansiones de estos linfocitos modificados hemos obtenido un alto 
grado de transducción con el transgén, y hemos podido eliminar la mayoría de los 
linfocitos T no modificados mediante purificación por columna magnética o cell 
sorting, la población no es homogénea, presentando un espectro en la intensidad de la 
retención. Esta respuesta alogénica residual podría evitarse mediante métodos de 
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purificación más restrictivos que seleccionen linfocitos T con un alto grado de 
retención de la molécula. 

Un aspecto que considerar dentro de esta estrategia de retención es que sigue 
habiendo una expresión residual de moléculas de HLA-I. Como ya se ha comentado en 
numerosos estudios, eliminar por completo la expresión de HLA-I en linfocitos T para 
terapia CAR alogénica hace que estos se vuelven susceptibles al reconocimiento por 
células NK, resultando en su eliminación. Por ello, se han diseñado estrategias que 
implican un mayor grado edición génica de los linfocitos T para expresar moléculas que 
impidan o limiten este reconocimiento por células NK. Sin embargo, es interesante lo 
ya planteado por Sadelain, quien describe que una expresión residual de HLA-I limita 
la respuesta alogénica y al mismo tiempo protege contra el reconocimiento por células 
NK. Según nuestros resultados, los linfocitos T mantienen una expresión residual de 
HLA-I en su superficie, y creemos que estamos observando este efecto protector 
descrito en nuestros linfocitos 137,266,267. En los experimentos enfrentando células NK 
con linfocitos CD3US6, observamos una mayor activación de las células NK en 
comparación con los linfocitos no modificados, lo que indica que estos son más 
susceptibles al reconocimiento por células NK. Sin embargo, desde nuestro punto de 
vista, aunque el incremento de la reactividad es estadísticamente significativo, la 
verdadera diferencia cuantitativa no es extremadamente elevada. Como no incluimos 
un control knock-out para HLA-I en nuestros experimentos, hipotetizamos que la 
diferencia con linfocitos completamente desprovistos de esta molécula sería mucho 
mayor, por lo que nuestra estrategia podría ofrecer una ventaja respecto a la edición 
génica en términos de protección contra el rechazo por linfocitos NK, ayudando a 
prolongar el tiempo de vida medio de los linfocitos CAR-T CD3US6 en el receptor. No 
obstante, no descartamos buscar una estrategia que proporcione a los linfocitos T 
mayor protección frente a células NK. De hecho, se han descrito varias 
inmunoevasinas capaces de impedir el reconocimiento por parte de células NK en 
células infectadas, lo que podría dar lugar a una estrategia continuista en el uso de este 
tipo de moléculas para terapia CAR-T 268. 

En cuanto a la combinación con un CAR de segunda generación ya desarrollado, todos 
los resultados de los estudios preclínicos muestran que es posible obtener un alto 
porcentaje de linfocitos T CD3US6 que expresen el CAR. Además, no se observan 
cambios significativos en la capacidad proliferativa de estos linfocitos ni alteraciones 
en su fenotipo. Los diferentes ensayos funcionales muestran que la capacidad 
citotóxica del CAR ARI-0002h no se ve afectada por la retención de CD3ε, aunque se 
aprecian algunas diferencias en la secreción de citocinas, con una relativamente 
menor secreción por parte de los CAR que expresan CD3US6. Esto podría deberse a 
que la correcta expresión de las moléculas del complejo TCR tenga un efecto 
sinergístico sobre la señalización del CAR, potenciando su activación 269,270. Sin 
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embargo, los estudios in vivo realizados en modelos murinos no muestran diferencias 
en el control de la enfermedad entre los CAR ARI-0002h y los ARI-0002hU. Por lo tanto, 
sería pertinente explorar si esta respuesta afecta la persistencia de los linfocitos CAR-
T mediante experimentos más rigurosos. No obstante, los ensayos in vitro de 
restimulación con los CAR dirigidos contra SARS-CoV-2 no muestran diferencias 
significativas en la persistencia entre CAR-T convencionales y alogénicos. 

Otro punto importante para destacar es que con la generación de este nuevo motivo de 
retención hemos demostrado que somos capaces de retener otras proteínas de interés 
como CD7, y que esta capacidad de retención sería extensible a prácticamente 
cualquier molécula que se exprese en la superficie celular. De hecho, hay un gran 
interés en evitar la expresión de ciertas moléculas en las terapias CART. Una de las 
principales razones es debido a la expansión del campo de esta terapia celular, donde 
recientemente se ha puesto el foco en el tratamiento de leucemias de estirpe T. La 
mayoría de los epítopos que se encuentran en los linfocitos T tumorales de estas 
enfermedades son también expresados en linfocitos T sanos, esto lleva a la aparición 
de un fenómeno denominado como fratricidio. El fratricidio implica una citotoxicidad 
dependiente del CART hacia los propios linfocitos CART durante su expansión lo que 
imposibilita la elaboración de terapias CART que vayan dirigides hacia un antígeno 
expresado por los propios linfocitos T: De esta manera, con el uso de sistemas de 
retención de proteínas se podría llevar a cabo la retención de la molécula contra la que 
va dirigida el CAR, a la vez que se expresa este mismo, haciendo viable la producción 
de las terapias.271,272 

Otro punto de interés, es a la hora de impedir la expresión de ciertas moléculas 
implicades en el funcionamiento/fisiología de los linfocitos T, como pueden ser las 
proteínas implicades en el proceso de agotamiento de los linfocitos T; como PD-1, 
CTLA_4, TIGIT,... De forma similar a lo propuesto para el fratricidio, se podría mediar la 
retención de alguna de estas moléculas para conferir resistencia a los linfocitos CART  
a la presencia de los ligandos inhibitorios que están ampliamente expresados en el 
tumor, bien sea por las propias células tumorales, o por otros tipos celulares que 
conforman el microambiente tumoral.273 

Pero la terapia CAR-T no solo tiene aplicabilidad como tratamiento de tumores, des de 
su uso en autoinmunidad, a las propuestas para enfermedades infeccioses, muchos 
son los usos potenciales de esta propuesta terapéutica.274 

La COVID-19, causada por el virus SARS-CoV-2, ha llegado a provocar una de las 
pandemias más relevantes de los últimos años. Durante el pico de la pandemia, quedó 
en evidencia la limitada capacidad de los sistemas de salud a nivel mundial para 
enfrentar una crisis sanitaria de esta magnitud, lo que resultó en el colapso de la 
atención primaria en hospitales de todo el mundo. Se han contabilizado más de 7 
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millones de muertes a nivel mundial debido a esta enfermedad, aunque se aceptan que 
los números reales puedan ser incluso mayores. 

Uno de los principales factores que contribuyeron a esta alta tasa de mortalidad fue la 
falta de opciones terapéuticas efectivas para tratar a los pacientes de mayor riesgo 

40,275.  

Aunque la vacunación ha protegido a la población general de los cuadros clínicos más 
severos de COVID-19, ciertos grupos de la población, que no pueden generar una 
inmunización adecuada debido a su estado de salud o tratamientos, siguen en riesgo 
de padecer formas graves de la enfermedad. Por ello, es crucial seguir desarrollando y 
evaluando nuevos tratamientos que puedan prevenir síntomas graves o la muerte en 
estos grupos vulnerables 30,32,34,37.  

Como resultado, varios grupos de investigación desarrollaron terapias alternativas a 
aquellas basadas en fármacos clásicos para combatir las infecciones virales. Una de 
las estrategias más estudiadas ha sido la inmunoterapia, en particular, la 
inmunoterapia celular adoptiva. Varios estudios han demostrado que una respuesta 
adecuada de los linfocitos T ejerce un efecto protector contra los cuadros clínicos más 
graves de la enfermedad y se correlaciona con una mayor tasa de recuperación.24–26 Se 
han investigado varias estrategias, como la infusión de linfocitos T específicos para el 
SARS-CoV-2, debido a la eficacia demostrada por este tipo de terapia en otras 
infecciones virales, y la infusión de linfocitos Treg para intentar disminuir la inflamación 
exacerbada asociada con los cuadros clínicos más severos. Además, han surgido 
propuestas basadas en terapias CAR-T para el tratamiento de enfermedades 
infecciosas agudas 276,277.  

En nuestros estudios sobre el desarrollo de CAR de segunda generación, hemos 
observado que el scFv derivado del anticuerpo C10, dirigido contra el dominio de unión 
al receptor de la proteína S, puede reconocer de forma específica la expresión del 
antígeno diana en un modelo de infección in vitro. Además, en ensayos de 
citotoxicidad, hemos demostrado que los CAR-T C10-28z y C10-BBz pueden eliminar 
las células diana y mantener una actividad prolongada. Aunque los CAR-T poseían 
dominios de coestimulación diferentes, que según la literatura confieren diferentes 
características en su respuesta 87,88, no encontramos diferencias significativas en 
cuanto a citotoxicidad, persistencia o agotamiento de los CAR-T. 

Dentro de los grupos de riesgo, los pacientes que han recibido un trasplante de órgano 
sólido son especialmente vulnerables. Estos pacientes reciben tratamiento 
inmunosupresor para evitar el rechazo del órgano trasplantado, lo que también 
compromete su sistema inmunitario frente a infecciones como la COVID-19. Además, 
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se ha informado que la inmunosupresión puede dificultar la obtención de inmunidad a 
través de vacunas 278.  

Por ello, exploramos si los linfocitos CAR-T podrían funcionar correctamente en 
presencia de fármacos inmunosupresores. Nuestros ensayos in vitro mostraron que 
los CAR-T mantienen su actividad citotóxica y podrían eliminar células infectadas 
incluso bajo los efectos de estos fármacos. La principal diferencia observada fue en la 
secreción de citocinas proinflamatorias. Los resultados mostraron diferencias 
significativas entre los CAR C10-28z y C10-BBz; el C10-28z generó una mayor liberación 
de citocinas proinflamatorias, lo cual es coherente con la literatura, que sugiere que 
los CAR con coestimulación CD28 tienen una activación más potente, mientras que los 
BBz presentan una activación menos intensa pero más persistente 87,88.  

Además, nuestros resultados indican que los corticoides tienen un claro efecto sobre 
la liberación de citocinas. Aunque ambos tipos de CAR-T mostraron una disminución 
significativa en la secreción de citocinas, en los CAR C10-BBz este efecto redujo casi 
por completo la secreción de citocinas proinflamatorias, mientras que los CAR C10-
28z mantuvieron niveles considerables de secreción. Creemos que los fármacos 
inmunosupresores podrían afectar a largo plazo la actividad de los CAR-T, pero estos 
conservarían su eficacia durante un periodo corto, durante el cual podrían ejercer su 
efecto terapéutico. Esto se debe a que los inmunosupresores actúan a través de 
receptores de glucocorticoides que influyen en la expresión génica 279, por lo que su 
efecto sobre los CAR-T no sería inmediato. Además, la farmacocinética de fármacos 
como la prednisolona implica fluctuaciones en sus concentraciones sanguíneas, lo 
que podría prolongar el tiempo de acción terapéutica de los CAR-T antes de que ocurra 
una inmunosupresión completa 280.  

Finalmente, realizamos ensayos in vitro con un modelo de infección real. Los 
resultados corroboraron los datos de experimentos previos. A pesar de la complejidad 
metodológica debido al efecto citopático de la infección, los linfocitos CAR-T 
eliminaron una cantidad significativa de células infectadas por el virus real. Además, 
se confirmó que la densidad del antígeno, en este caso la proteína S, en la membrana 
de las células infectadas es suficiente para activar la respuesta mediada por el CAR. 
Aunque el efecto citotóxico no fue tan evidente como en experimentos anteriores, se 
observó que una menor, pero clara contribución de los linfocitos CAR-T en la 
eliminación de células infectadas reduce significativamente la cantidad de partículas 
infecciosas. Por tanto, no sería necesaria una dosis elevada de linfocitos CAR-T para 
combatir eficazmente la infección, o cuanto menos evitar las formas graves. 

Por último, cabe señalar que todas las aproximaciones en terapia CAR-T contra SARS-
CoV-2 se han planteado de forma autóloga 63,64. Sin embargo, debido a la naturaleza 
aguda y a la rápida progresión de la enfermedad, la producción de una terapia CAR-T 
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autóloga, dada la urgencia, podría no ser oportuna para tratar al paciente. Además, se 
ha reportado linfopenia en diversos individuos con COVID-19 severo 281, dificultando la 
obtención de linfocitos T para producir la terapia. Un enfoque alogénico podría hacer 
que este tipo de terapia sea factible para tratar pacientes que padecen COVID-19 282.  

Por tanto, decidimos combinar la expresión de los CAR C10-28z y C10-BBz con la 
molécula CD3US6, realizando ensayos in vitro para verificar que la función de los CAR 
no se vea comprometida. Los resultados indican que no hay diferencias significativas 
en los parámetros evaluados, como expansión, citotoxicidad o persistencia, entre los 
CAR convencionales y los alogénicos. Esto nos lleva a concluir que esta aproximación 
alogénica podría ser una opción terapéutica viable para pacientes con infección por 
SARS-CoV-2. 

Finalmente, es importante destacar que muchos grupos de investigación en este 
ámbito señalan que la administración de esta terapia podría ser contraproducente. 
Esto se debe a que, en los estadios más severos de la enfermedad de la COVID-19, se 
manifiesta clínicamente con una tormenta de citocinas. Así, la administración de una 
terapia CAR-T, cuyo efecto secundario principal es el síndrome de liberación de 
citocinas, podría actuar de manera sinérgica con el estado de hiperinflamación del 
individuo, empeorando su salud 20,21,84,103,104,106.  

Desde nuestro punto de vista, creemos que este tipo de terapia podría ser segura para 
administrarse en individuos en riesgo si se aplica rápidamente, mientras la enfermedad 
aún se encuentra en estadios iniciales y no ha alcanzado un estado de 
hiperinflamación21. Además, es importante considerar que la aplicación de esta terapia 
en el ámbito de las enfermedades infecciosas difiere de su aplicación en 
enfermedades oncológicas.  

Como hemos mencionado anteriormente, la aparición del CRS se correlaciona 
directamente con algunos factores clave. El primero es la carga tumoral o de 
enfermedad. En un contexto oncológico, la carga tumoral suele ser considerable 
debido al tipo de pacientes que llegan a recibir este tratamiento. Sin embargo, en 
nuestra propuesta, la administración se realizaría en los estadios iniciales de la 
enfermedad, donde la carga viral o la carga de la enfermedad no sería tan elevada, 
reduciendo así la posibilidad de generar CRS 21. 

Por otro lado, en las enfermedades oncohematológicas, hay un acondicionamiento 
previo del paciente que elimina su sistema inmunitario. En el caso de un paciente con 
COVID-19, creemos que este acondicionamiento no sería necesario, lo que permitiría 
mantener las poblaciones inmunes naturales, incluidos los linfocitos Treg, que podrían 
limitar la respuesta mediada por los linfocitos CAR-T frente al virus, y, por tanto, limitar 
la aparición del CRS 283. 
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Además, cabe destacar que las dosis de linfocitos CAR-T administradas en pacientes 
oncológicos suelen ser bastante elevadas, llevando a la aparición de efectos adversos, 
por ello, se ha propuesto una administración fraccionada para limitar la aparición de 
toxicidades no deseadas. En el caso de la COVID-19, creemos que no sería necesaria 
una dosis tan alta para obtener un beneficio terapéutico, por lo que al reducir las dosis 
de la terapia también estaríamos limitando la posible aparición de CRS 284. 

Por último, mientras que en las enfermedades oncológicas se requiere una actividad 
persistente de esta terapia, en una enfermedad infecciosa donde el riesgo de recaída 
es más bajo, creemos que no sería necesaria una terapia tan persistente 285. Por ello, 
consideramos que, en este caso concreto, podría combinarse la administración de la 
terapia CAR-T con fármacos inmunosupresores. Por un lado, estos glucocorticoides 
ayudarían a reducir la cantidad de citocinas liberadas, protegiendo contra un posible 
CRS, mientras permitirían a los linfocitos CAR-T mediar su función durante un período 
corto, pero suficiente, para disminuir la carga viral. Además, algunos estudios han 
señalado que el uso de inmunosupresores de amplio espectro se asocia con una mejor 
prognosis en pacientes con cuadros clínicos más severos 284. 

A pesar de todo ello, somos conscientes de que el uso de esta terapia podría suponer 
un riesgo para los pacientes tratados. Por ello, creemos que las futuras líneas de 
investigación podrían centrarse en desarrollar linfocitos CAR-T modificados para 
expresar un gen suicida, de manera que se pudiera detener su actividad si esta se 
descontrolara y causara daño al paciente 115. Otra estrategia que considerar es la 
administración de linfocitos CAR-T generados a través de tecnología de mRNA. Como 
se ha descrito, la administración de mRNA exógeno en las células genera una expresión 
transitoria de las proteínas, cuyo tiempo de expresión varía según las características 
de cada proteína. Así, podríamos generar una expresión transitoria del CAR, 
asegurando que su actividad no se prolongue demasiado en el tiempo, limitando así el 
posible daño a los tejidos o un CRS debido a la sobreestimulación de los linfocitos T a 
través de la señalización del CAR 286.  

Durante el transcurso de esta tesis doctoral, hemos desarrollado un nuevo motivo de 
retención para generar intracuerpos. A partir de estudios previos, hemos mejorado la 
tecnología existente al dar un nuevo enfoque a las propiedades de las inmunoevasinas. 
De esta manera, hemos implementado una estrategia que no requiere de edición 
génica para impedir la expresión de moléculas de interés, especialmente las 
moléculas CD3 y HLA-I, las cuales desempeñan un papel crucial en la respuesta 
alogénica y en la generación de terapias CAR-T a partir de donantes alogénicos. 
Además, hemos comprobado que la expresión de CD3US6 con un CAR de segunda 
generación genera linfocitos CAR-T funcionales, sin que se aprecien diferencias 
significativas respecto a los linfocitos CAR convencionales. 
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También cabe destacar que, durante la investigación, hemos desarrollado nuevos 
CAR-T dirigidos contra la proteína S, siendo uno de los primeros estudios en este 
campo que se centra en enfermedades infecciosas de naturaleza aguda. Aunque esta 
terapia dirigida contra el SARS-CoV-2 no pueda ser utilizada actualmente debido a que 
la pandemia ha finalizado y el número de casos severos es muy reducido, creemos que 
estos estudios pueden sentar un precedente. De hecho, numerosos estudios de 
modelización basados en la evolución del cambio climático predicen un incremento en 
la cantidad de nuevos saltos de especie de virus, incluidos los que afectan a los seres 
humanos.  Por tanto, no es descartable que en el futuro haya una mayor frecuencia de 
epidemias causadas por agentes infecciosos, en las que esta tecnología CAR-T pueda 
ser probada como opción terapéutica 287. 

En todo caso, una vez demostramos eficacia y seguridad de estas aproximaciones 
estamos iniciando un sinfín de propuestas (construcciones diversas, células diversas, 
complementos,…) donde los límites se definen por el conocimiento fisiopatológico y la 
imaginación del investigador. 
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1. La inmunoevasina viral US6 del citomegalovirus humano puede ser utilizada como 
motivo de retención para generar intracuerpos en el RE. 
 

2. La combinación de US6 junto a un scFv contra CD3ε, CD3US6, permite generar una 
doble retención de las moléculas de HLA-I y CD3 en linfocitos T. 
 

3. La reducción parcial de CD3 y HLA-I es suficiente para disminuir eventos de GvHD y 
rechazo en un contexto de trasplante alogénico. 
 

4. La expresión de CD3US6 es compatible con un CAR de segunda generación, y no altera 
la funcionalidad de los linfocitos CAR-T, permitiendo la generación de linfocitos CAR-
T para su uso alogénico. 
 

5. La expresión de un CAR de segunda generación, dirigido contra la proteína S del SARS-
CoV-2, en linfocitos T permite a estos reconocer y eliminar específicamente células 
infectadas. 

 
6. Los CAR-T contra la proteína S con un dominio de coestimulación basado en el 

dominio 4-1BB presenta una menor liberación de citocinas. 
 

7. La presencia de fármacos inmunosupresores no afecta la citotoxicidad de los 
linfocitos CAR-T C10-28z y C10-BBz in vitro, pero reduce la cantidad de citocinas 
liberadas. 

 

8. La expresión de CD3US6 no afecta a la función de los CAR-T C10-28z y C10-BBz in 
vitro. 
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