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RESUMEN 
Las células CAR-T son linfocitos T que expresan un receptor de antígeno quimérico 

(CAR) que permite reconocer antígenos tumorales. Hasta ahora las terapias aprobadas 

emplean linfocitos T propios del paciente (autólogos) y, aunque han obtenido muy 

buenos resultados, tienen limitaciones que pueden superarse empleando linfocitos de 

donantes sanos: elevados costes y tiempo de producción, dificultades de 

estandarización y disfunción de los linfocitos T autólogos. Esta revisión sistemática 

pretende agrupar y ordenar las distintas estrategias para evitar los dos grandes 

inconvenientes del uso alogénico de estas células: el rechazo y la enfermedad injerto 

contra huésped (EICH). Las estrategias pueden dividirse principalmente en dos grandes 

grupos: las que incluyen modificaciones genéticas (adicionales a la integración del CAR) 

y las que se basan en la utilización de fuentes o subpoblaciones de linfocitos T 

alternativas. Dado el potencial de esta terapia, el creciente número de publicaciones 

sobre ella y su inminente incorporación a la práctica clínica, resulta fundamental una 

revisión exhaustiva de las distintas estrategias. 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Terapia CAR-T 
La terapia con células CAR-T es uno de los tratamientos antitumorales más 

prometedores actualmente. Se basa en el uso de linfocitos T modificados genéticamente 

para expresar un receptor de antígeno quimérico (CAR), que dirige la actividad de los 

linfocitos T contra las células tumorales que expresan un determinado antígeno (1). Este 

receptor se compone de un dominio extracelular de unión a antígeno (generalmente el 

fragmento variable de cadena simple de un anticuerpo) unido por una región 

transmembrana a un dominio señalizador de activación del linfocito T (CD3ζ). En una 

segunda generación de CAR se ha incorporado un segundo dominio intracelular 

coestimulador (CD28 o 4-1BB) y la tercera generación de CAR incorpora dos dominios 

coestimuladores (2). 

Los linfocitos T se desarrollan a partir de precursores tímicos que, mediante 

reagrupamientos genéticos, generan clones con receptores de célula T (TCR) 

específicos, que posteriormente sufren la selección tímica positiva y negativa. Estos 

linfocitos T maduros vírgenes son tolerantes con los tejidos propios y circulan por la 

sangre hasta unirse a su antígeno, desencadenando esto su proliferación y 

diferenciación en células memoria o células efectoras. Esta activación requiere de la 

unión del TCR con proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) unidas 

a péptidos en la superficie de las células presentadoras de antígeno, además de los 



4 
 

estímulos paralelos. Los estudios indican que la citotoxicidad y capacidad de 

proliferación de los linfocitos T es mayor para donantes sanos que para pacientes, 

existiendo importante variabilidad entre donantes sanos, relacionada con la proporción 

de células memoria (3).  

 

Figura 1: Proceso de producción de células CAR-T: 1. Extracción de linfocitos T (generalmente 

autólogos) y activación para cultivo ex vivo (generalmente a través de la estimulación de CD3 y CD28). 2. 

Modificación genética para expresión del CAR. 3. Expansión para obtener el número deseado. 4. 

Administración intravenosa al paciente. 5. Eliminación de las células tumorales.  

 

Debido a que los linfocitos T de los pacientes con cáncer muchas veces resultan 

disfuncionales (4), se han desarrollado distintas estrategias de inmunoterapia con 

resultados muy prometedores, entre las cuales se encuentran las terapias CAR-T. Hasta 

el momento, todas las terapias aprobadas para su comercialización se utilizan para el 

tratamiento de neoplasias hematológicas, y la mayoría se dirigen específicamente 

contra el antígeno CD19. 

La primera terapia CAR-T aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) de 

Estados Unidos fue tisagenlecleucel (Kymriah), de Novartis, en 2017 contra leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) y al año siguiente contra linfoma B de células grandes. 

También en 2017 se aprobó axicabtagene ciloleucel (Yescarta), de Gilead, para linfoma 

B de células grandes y en 2021 para linfoma folicular. En 2020 se aprobó 

brexucabtagene autoleucel (Tecartus), de Gilead, para linfoma del manto, y en 2021 
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para LLA de precursores de linfocitos B. En 2021, lisocabtagene maraleucel (Breyanzi) 

para linfoma B de células grandes e idecabtagene vicleucel (Abecma) para mieloma 

múltiple, ambas de la compañía Bristol Myers Squibb. Este año (2022) se ha aprobado 

ciltacabtagene autoleucel (Carvykti), de Janssen Biotech (5). Además, en 2021 la 

AEMPS aprobó ARI-0001, un producto de fabricación no industrial desarrollado en el 

Hospital Clínic de Barcelona, que constituye el primer producto CAR-T aprobado 

desarrollado íntegramente en Europa (6).  

La tecnología CAR permite dirigir la especificidad de los linfocitos T con otros fenotipos 

como los linfocitos Tregs, con función inmunorreguladora, para fomentar la tolerancia a 

aloinjertos de piel (7), páncreas (8,9) y para tratar la EICH (10). 

Con respecto a los antígenos de las terapias CAR-T antitumorales aprobadas, 

idecabtagene vicleucel y ciltacabtagene autoleucel se dirigen contra el antígeno BCMA, 

mientras que las demás terapias CAR-T aprobadas se dirigen contra CD19. Por otra 

parte, todas se fabrican a partir de los linfocitos T del propio paciente (uso autólogo), 

por lo que cada producto obtenido se destina a un tipo tumoral y un paciente específicos.  

Las mayores complicaciones de las terapias CAR-T son la tormenta de citocinas, en 

inglés cytokine release syndrome (CRS), caracterizada por una respuesta inmunitaria 

exacerbada, y la neurotoxicidad asociada a células inmunes, immune effector cell-

associated neurotoxicity syndrome (ICANS), que es un síndrome con afectación del 

sistema nervioso central que tiene la peculiaridad de no tener una única localización 

(11). Con el tiempo se va adquiriendo más experiencia en el manejo de estas 

complicaciones y se han elaborado protocolos, que varían entre centros, para ello. 

Además, los tratamientos con células CAR-T deben administrarse en centros con un 

personal bien entrenado y con experiencia en el campo para reconocer y tratar precoz 

y adecuadamente las complicaciones. 

1.2 Eficacia terapéutica de las células CAR-T 
La LLA es una enfermedad con muy mal pronóstico en adultos, con una mediana de 

supervivencia de 6 meses y, aunque la mayoría de pacientes pediátricos se consiguen 

curar con quimioterapia, entre un 15 y un 20% recae. De éstos, aproximadamente la 

mitad sufren una segunda recidiva. Por su parte, el linfoma B difuso de células grandes 

también tiene un pronóstico infausto. En cuanto al linfoma del manto, se ha avanzado 

mucho con la aparición de los inhibidores de la tirosín-kinasa de Bruton. El mieloma 

múltiple continúa siendo, hasta ahora, una enfermedad incurable. El tiempo de 

supervivencia libre de enfermedad varía mucho dependiendo de diversos factores, 

como el tratamiento administrado o si ha recibido trasplante autólogo de progenitores 



6 
 

hematopoyéticos, pero la norma es que la enfermedad acaba recidivando. Según un 

metaanálisis que pretendía evaluar la eficacia de las terapias CAR-T axicabtagene 

ciloleucel, tisagenlecleucel y lisocabtagene maraleucel en diferentes cánceres 

hematológicos, la tasa de respuestas completas es superior al 50% y la tasa de 

respuestas completas y/o parciales, superior al 70% (12). 

La terapia CAR-T, por lo tanto, ha experimentado un auge en los últimos años, 

presentándose como última opción para un no desdeñable grupo de pacientes con 

enfermedad refractaria o recidivante, que agotan los tratamientos disponibles, 

demostrando una alta eficacia en estos. Ante tales resultados ha crecido 

exponencialmente el número de estudios preclínicos y clínicos en este campo, se han 

incluido los productos aprobados en los esquemas de tratamiento y la expectativa es 

que escalen posiciones en ellos y continúen apareciendo nuevas terapias.  

1.3 Limitaciones de las terapias CAR-T de uso autólogo y posibilidades del uso 
alogénico 
Las terapias autólogas no producen rechazo y pueden, por tanto, persistir in vivo largos 

periodos de tiempo. A pesar de su eficacia terapéutica, la necesidad de producir estas 

terapias de forma individualizada es uno de sus principales inconvenientes, ya que 

conlleva unos costes y tiempo de fabricación muy elevados. Estos tratamientos 

requieren entre 3 y 6 semanas desde la aféresis hasta la posterior infusión, y en este 

tiempo puede cambiar el estado funcional del paciente, así como su enfermedad. 

Además, los linfocitos T de los pacientes con cáncer son frecuentemente disfuncionales 

debido a los tratamientos y/o a la propia enfermedad, lo que a veces imposibilita la 

fabricación de la terapia CAR-T.  

Las terapias alogénicas tienen el potencial de solventar estas limitaciones: se 

obtendrían células a partir de donantes sanos, pudiendo estandarizar el tratamiento, su 

producción sería más barata gracias a un proceso industrial y estarían criopreservadas 

y siempre disponibles con posibilidad de administrar repetidas dosis (Tabla 1). Para 

conseguirlo se deben resolver dos grandes problemas potenciales derivados del uso 

alogénico de los linfocitos T: la enfermedad injerto contra huésped (EICH), que puede 

llegar a ser muy grave, y el rechazo del injerto por parte del sistema inmune del receptor, 

que puede limitar la eficacia de la terapia (2).  

La rapidez de los avances en el desarrollo de las terapias CAR-T durante los últimos 

años y el prometedor potencial de las células CAR-T de uso alogénico, plantea la 

necesidad de una revisión exhaustiva de las diferentes estrategias de producción de 



7 
 

este tipo de terapias destinadas a evitar la aparición de los problemas previamente 

mencionados. 

Tabla 1: Terapia CAR-T autóloga y alogénica: ventajas y desventajas. 

(EICH: Enfermedad injerto-contra-huésped). 

VE
N

TA
JA

S  

CAR-T AUTÓLOGAS CAR-T ALOGÉNICAS D
ESVEN

TA
JA

S 

No generan rechazo. Persistencia in vivo limitada: 

requieren modificaciones 

adicionales o inmunosupresión. 

No producen EICH. Potencial EICH. 

D
ES

VE
N

TA
JA

S  

Alto coste y tiempo de fabricación. Fabricación industrial y posibilidad 

de criopreservar los productos. VEN
TA

JA
S 

Eficacia dependiente del donante. El producto puede estandarizarse. 

La viabilidad de los linfocitos T suele 

estar disminuida por tratamientos y 

por la propia enfermedad. 

Linfocitos T con calidad óptima por 

obtenerse de pacientes sanos. 

2. OBJETIVO 
El objetivo del presente trabajo consiste en realizar una revisión sistemática de las 

estrategias que se están desarrollando para la producción de terapias antitumorales 

basadas en células CAR-T de uso alogénico, es decir, que se fabriquen a partir de 

células de un donante para su uso potencial en uno o varios pacientes.  

La relevancia de la revisión reside en la escasez de publicaciones centradas en este 

tema, así como en la dificultad de agrupar y ordenar las distintas estrategias, la mayoría 

de ellas publicadas muy recientemente, que incluyen desde la ingeniería genética hasta 

la selección de subpoblaciones de linfocitos T muy concretas pasando por el uso de 

células iPSC. 

3. METODOLOGÍA  
Se realiza una búsqueda en PubMed con el objetivo de identificar todas las 

publicaciones que describan estrategias de producción de terapias CAR-T alogénicas 

con los términos más frecuentemente utilizados: “CAR” o “chimeric antigen receptor”, “T 

cell” y “allogeneic”, “donor-derived”, “virus-specific” o “off-the-shelf”. Se excluyen 

revisiones y metaanálisis. Se modifica la búsqueda mediante operadores booleanos 

para evitar que aparezcan trabajos centrados en trasplante alogénico de progenitores 

hematopoyéticos y en terapias CAR-NK y CAR-macrófago.  
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La combinación de términos utilizada finalmente es la siguiente y devuelve 152 

resultados: “(chimeric antigen receptor[Title/Abstract] OR car[Title/Abstract]) AND (t 

cell[Title/Abstract]) AND (allogeneic[Title/Abstract] OR donor derived[Title/Abstract] OR 

off the shelf[Title/Abstract] OR virus specific[Title/Abstract]) NOT (review[Publication 

Type]) NOT (systematic review[Publication Type]) NOT (meta-analysis[Publication 

Type]) NOT (cell, nk[MeSH Terms]) NOT (hematopoietic stem cell transplantation[MeSH 

Terms]) NOT (stem cell transplant[Title/Abstract]) NOT (stem cell 

transplantation[Title/Abstract]) NOT (car nk[Title/Abstract]) NOT (chimeric antigen 

receptor nk[Title/Abstract]) NOT (CAR-macrophage cells[Title/Abstract])”. 

Para tratar de identificar otras estrategias que no se hayan publicado en revistas 

científicas se lleva a cabo una búsqueda de patentes en Espacenet 

(https://worldwide.espacenet.com/patent/). Se introduce la siguiente combinación de 

términos “((ta = "virus-specific" OR ta = "allogeneic" OR ta = "donor-derived" OR ta = 

"off-the-shelf") AND (ta = "chimeric antigen receptor" OR ta = "car") AND ta any "t cell") 

NOT (ta = "transplant*" OR ta = "hsct")” que arroja 48 resultados. 

Id
en

tif
ic

ac
ió

n 

Registros cribados 
(n = 200) 

Registros excluidos (n = 83) 
No es una estrategia alogénica (n = 24) 
No terapia CAR (n = 18) 
Trasplante Alogénico de Prog. Hem. (n = 1) 
No son linfocitos T (n = 9) 
Revisiones (n = 13), Entrevistas (n = 1) 
Terapia autóloga (n = 5) 
Dirigido a VIH, VHB, SARS-CoV-2 (n = 7) 
CAR-Tregs (n = 5) 

 

C
rib

ad
o 

Estudios incluidos en la revisión 
(n = 104)  

In
cl

ui
do

s 

Registros identificados de: 
Pubmed (n = 152) 
Espacenet (n = 48) 

Registros evaluados 
(n = 117) 

Registros excluidos (13) 
No disponible en inglés o español (n = 2) 
Terapia autóloga (n = 6) 
No terapia CAR (n = 2) 
Otras razones (n = 3) E

va
lu

ac
ió

n 

Figura 1: Diagrama de flujo que resume el proceso de selección de estudios incluidos en la revisión 

sistemática. 
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Para el cribado de los trabajos obtenidos en PubMed se importaron a Rayyan 

(https://rayyan.qcri.org/) y se excluyeron aquellas publicaciones que: (i) comparan 

trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) con otras terapias, (ii) se centran en 

terapias autólogas, (iii) no se centran en estrategias de producción de células CAR-T 

alogénicas o (iv) son revisiones. También se descartan trabajos dedicados al 

tratamiento antiviral de VHB y VIH.  

4. RESULTADOS 
Mediante la búsqueda descrita anteriormente encontramos diferentes estrategias de 

producción de células CAR-T alogénicas, que principalmente pueden dividirse en dos 

grandes grupos: las que incluyen modificaciones genéticas (adicionales a la integración 

del CAR) y las que se basan en la utilización de fuentes o subpoblaciones de linfocitos 

T alternativas específicas. 

4.1 MODIFICACIÓN GENÉTICA ADICIONAL 
Por definición, todas las células CAR-T, tanto autólogas como alogénicas, son linfocitos 

T modificados genéticamente para expresar un receptor CAR específico en su 

membrana. Para permitir su uso alogénico, varias estrategias de producción incluyen la 

realización de modificaciones genéticas adicionales a la inclusión del CAR.  

4.1.1 Estrategias para permitir el uso alogénico de las CAR-T 
Para evitar la alorreactividad, uno de los objetivos más importantes en la producción de 

células CAR-T alogénicas, se puede cambiar la especificidad del TCR o eliminarlo 

completamente, dado que este complejo es el principal causante de la alorreactividad y 

puede ocasionar EICH. La eliminación resulta más simple, ya que se realiza noqueando 

genes de las cadenas α o β del TCR, mientras que la alteración de la especificidad de 

este receptor requiere la interrupción secuencial y el reemplazo de los genes de ambas 

cadenas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la interrupción de un solo gen 

del complejo TCR sin reemplazo se acompaña de la pérdida de expresión de su 

subunidad CD3 en la superficie celular. Esto puede disminuir la supervivencia y 

proliferación celular ex vivo ya que, en la producción de las células CAR-T, 

frecuentemente se emplea estimulación de CD3 y CD28 para su activación. 

El uso de CRISPR/Cas9 para la edición génica ha experimentado un gran auge durante 

los últimos años y en el campo de la terapia CAR-T alogénica presenta ventajas para 

ediciones múltiples frente a otro tipo de nucleasas. Con la modificación de distintos 

genes se busca obtener características ventajosas para las células CAR-T. Para 

producir este tipo de células, habitualmente se incorporan por electroporación el mRNA 
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que codifica Cas9 o la proteína misma, junto con los RNA guía (gRNA), dirigidos frente 

a los genes a noquear. La endonucleasa crea una rotura del DNA que se repara por 

unión de extremos no homólogos (NHEJ) con desplazamiento del marco de lectura. La 

mínima presencia de mutaciones fuera de diana apoya la hipótesis de que 

CRISPR/Cas9 es más precisa en linfocitos T que en otro tipo de células. Además, el 

uso de eSpCas9, una variante de alta fidelidad de Cas9, minimiza este efecto indeseable 

(13).  

Además de la eliminación o modificación del TCR, otra edición genética habitualmente 

utilizada en el desarrollo de células CAR-T alogénicas es el noqueo del gen B2M, que 

impide la expresión de las moléculas HLA-I, responsables principales del rechazo del 

injerto, pues pueden ser reconocidas como extrañas por los linfocitos T del receptor. Un 

ejemplo es el trabajo de Ren et al., que dirigen los gRNA frente a las regiones constantes 

de las cadenas α y β del TCR. El cocultivo de los linfocitos TCR-/HLA-I- con células 

alogénicas mononucleares (PBMC) irradiadas desencadena una mínima respuesta, 

probablemente mediada por linfocitos NK de la población de PBMC. Este mismo grupo 

(14) y otros (15) han introducido los gRNA en el vector lentiviral junto al transgén del 

CAR para conseguir una expresión constitutiva y una vida media más larga de éstos, 

con el objetivo de aumentar la eficiencia y obtener una población más homogénea. 

Los linfocitos T activados aumentan la expresión de moléculas HLA-II, cuya 

incompatibilidad injerto-huésped puede activar linfocitos CD4. Por eso se ha propuesto 

noquear además el gen CIITA, un importante factor de transcripción de HLA-II, para 

impedir la expresión de estas moléculas, produciendo células triple negativas (TCR-

/HLA-I-/HLA-II-) (16) o noquear los genes HLA-DRA, -DQA y -DPA, que codifican las 

cadenas α, menos polimórficas que las β, obteniendo una mayor eficiencia (17).  

La inhibición de los puntos de control inmunitarios mediante anticuerpos monoclonales 

es una estrategia muy extendida el campo de la oncología, dados sus buenos resultados 

en muchos tumores. Por eso el silenciamiento de genes que forman parte de este eje 

de señalización, como PD1 (programmed cell death 1) y CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte antigen 4), que son receptores inhibidores implicados en el agotamiento de 

las células efectoras y el escape inmune de las células tumorales, se están estudiando 

con el objetivo de aumentar la  actividad citolítica (4,13,14,18).  

Dado que la edición múltiple con nucleasa Cas9 puede generar roturas de doble cadena, 

con riesgo de reordenamientos genéticos e inestabilidad cromosómica, se ha propuesto 

la utilización de proteínas editoras de base, como las denominadas BE3 y BE4 

(sustituyen C por T), dirigidas a alterar los sitios de splicing o a crear codones de 

terminación prematuros, que no ocasionan roturas dobles y minimizan este riesgo (19). 
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Una estrategia que combina la eliminación del TCR con la integración del transgén del 

CAR consiste en utilizar un virus adenoasociado (AAV) para introducir el CAR de forma 

dirigida en el locus del gen TRAC (que codifica para la región constante de la cadena α 

del TCR) mediante estrategias basadas en distintas nucleasas como megaTAL (20) u 

otras modificadas (21), que realizan el corte en el gen mencionado, impidiendo la 

expresión del TCR. Yang et al. realizan la misma estrategia de integración dirigida del 

transgén del CAR en el locus del TRAC utilizando ADN desnudo de doble cadena en 

lugar de vectores virales (22). 

Varios grupos han desarrollado células CAR-T con modificaciones adicionales como 

TCR-/CD52- (23) o TCR-/dCK- (24), editadas mediante TALEN, que además de no causar 

EICH son resistentes a otros tratamientos concomitantes habituales como la 

inmunodepleción con alemtuzumab o con análogos de purinas, respectivamente.  

Para aumentar la seguridad de estas terapias se pueden insertar interruptores de 

suicidio, como la caspasa 9 inducible (25), que produce la apoptosis al administrar una 

molécula pequeña (small molecule), o dominios de unión a rituximab (3,26–28), que 

permiten eliminar las células CAR-T administrando este anticuerpo monoclonal. 

En el tratamiento de leucemias o linfomas de estirpe T la terapia alogénica tiene ventajas 

adicionales, ya que evita tener que separar linfocitos T autólogos de células malignas, 

algo muy costoso y técnicamente complejo. Por otra parte, la expresión común de 

antígenos entre células efectoras y tumorales conlleva la eliminación de las células 

CART entre ellas, el llamado fratricidio. Una estrategia alogénica que minimiza este 

fratricidio consiste en generar células CAR-T TCR/CD7- dirigidas contra CD7 (29). 

GC027,  un producto patentado como TruUCAR, comparte estas características y se 

está probando en un ensayo en fase I con resultados preliminares prometedores 

(30,31). 

4.1.2 Limitación de la mayoría de estrategias de modificación genética 
La eliminación de la expresión del complejo TCR en membrana, que es una constante 

en la mayoría de las estrategias para producción de células CAR-T alogénicas basadas 

en modificaciones genéticas adicionales, implica también la pérdida de expresión de las 

subunidades CD3, que forman parte de dicho complejo. Esto supone una menor 

capacidad de expansión ex vivo, al ser este el estímulo habitual utilizado para la 

activación de los linfocitos T en cultivo. R. Galetto et al. (32) demuestran en células de 

la línea Jurkat y en linfocitos T modificados para eliminar la expresión de la subunidad 

TCRα, que la expresión de pre-TCRα, un sustituto endógeno de la cadena α del TCR 

que participa en la maduración de los linfocitos T, aumenta la expresión en membrana 
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de CD3 y que la estimulación de esta vía con anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-

CD28 (la activación de linfocitos T habitualmente utilizada in vitro) es capaz de transducir 

señales de activación e inducir, por tanto, la proliferación celular. Para ello, insertan el 

gen que codifica para una forma de pre-TCRα truncada en el locus TRAC, por 

reparación no homóloga mediante TALEN. El pre-TCRα es capaz de formar puentes 

disulfuro con las cadenas β del TCR y formar complejos con CD3 en la membrana, 

formando el denominado pre-TCR. Así, las células CAR-T alogénicas obtenidas pueden 

estimularse ex vivo mediante los métodos habituales. 

El grupo de Michaux et al. ha desarrollado una alternativa a la interrupción del TCR 

introduciendo junto al CAR el gen que codifica para un péptido CD3 truncado que 

compite con el CD3 endógeno para la formación del complejo TCR, inhibiendo la 

expresión de éste en la membrana celular y con ello la capacidad de producir EICH (33). 

Otro método para silenciar el TCR sin noquear ninguna de sus subunidades consiste en 

expresar una proteína que se une a CD3ε reteniéndolo en el citoplasma e impidiendo la 

formación del complejo TCR-CD3 (34). 

Un grupo ha demostrado que la expresión de K3 y K5, proteínas ubiquitín-ligasa del 

virus herpes 8 que son capaces de degradar las moléculas HLA-I y HLA-II, MICA y 

MICB, respectivamente, disminuye el rechazo de las células CAR-T (35).   

4.1 SELECCIÓN DE FUENTES CELULARES ESPECÍFICAS  
El uso de linfocitos T procedentes de un donante compatible es una estrategia 

técnicamente sencilla pero sujeta a la disponibilidad de éste y con desventajas propias 

de las terapias autólogas, como el alto coste, la falta de estandarización y el tiempo de 

fabricación. No es una terapia verdaderamente off-the-shelf, pero se ha usado 

experimentalmente en algunos casos (25,36). A continuación, se describen distintas 

estrategias de producción de células CAR-T alogénicas basadas en la obtención de 

células de donante, generalmente seleccionando una subpoblación específica que 

permitiría el uso alogénico sin ocasionar EICH.  

4.2.1 Linfocitos T !"	
Las células T γδ constituyen solo entre el 1 y el 5 % de los linfocitos circulantes, pero 

son predominantes en algunos órganos epiteliales, como el intestino, los órganos 

reproductores, la lengua y la piel (2). Están implicadas en la vigilancia y la inmunidad 

antitumoral y su infiltración en el tumor correlaciona altamente con la supervivencia. 

Forman parte de la inmunidad innata y presentan una inherente capacidad citotóxica 

contra las células tumorales. Las células T γδ se pueden dividir en dos subconjuntos 

principales en función de su cadena δ: las células Vδ2+ suelen coexpresar la cadena 
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Vγ9, mientras que las células Vδ2- se pueden emparejar con una serie de cadenas Vγ. 

Las células del subtipo Vγ9Vδ2 T son predominantes en la sangre periférica circulante 

y, además, pueden actuar como células presentadoras de antígenos (APC) después de 

la activación, lo que puede desempeñar un papel fundamental en la mejora de la 

respuesta inmunitaria (37). Por su parte, las células Vδ1+ predominan en tejidos 

periféricos, y en sangre periférica representan tan solo entre el 12 y el 22% del total de 

células T γδ o el 0,2 % de las células mononucleares (38). 

La razón por la cual las células T γδ no producen EICH radica en el reconocimiento 

diferente de antígenos por parte de los receptores TCR γδ y TCR αβ, pues los TCR γδ 

reconocen antígenos nativos no procesados, muchos de los cuales son inducidos o 

regulados al alza después de una lesión, infección o transformación celular, mientras 

que los TCR αβ reconocen antígenos peptídicos procesados unidos a moléculas HLA. 

Esta subpoblación T γδ también expresa receptores propios de células NK, por lo que 

reconocen marcadores de estrés y daño celular (38). Además, penetran mejor en tejidos 

no inflamados que las células T αβ. 

La expansión de las células T γδ in vitro está por perfeccionar. En un trabajo que estudia 

la variabilidad de la expansión entre donantes se ha relacionado el éxito de la expansión 

con la práctica de ejercicio y la actividad física previa a la extracción (39). El proceso 

consiste en expandir PBMC en presencia de zolendronato y posteriormente deplecionar 

las células TCR αβ+ (40). En un estudio, las células T Vγ9Vδ2 expresando un CAR-

MUC1 resultaron más efectivas que las Tαβ con el mismo CAR, aunque su persistencia 

in vivo fue menor (37). 

La subpoblación Vδ1 se asocia a ciertos beneficios como un fenotipo virgen de memoria, 

tropismo por los tejidos y resistencia a la muerte celular inducida por activación. Sin 

embargo, su expansión es más difícil. Un grupo lo ha conseguido utilizando células 

presentadoras de antígenos artificiales (aAPC), irradiadas y modificadas para expresar 

CD86/41BBL/CD40L y el antígeno de citomegalovirus pp65, como “células 

alimentadoras” para la expansión de la subpoblación memoria Vδ1. Estas expresan 

además un gen suicida para eliminarlas del producto final (41). Otra estrategia para 

expandir específicamente las células Vδ1+ se basa en el uso de un anticuerpo 

monoclonal frente a esta cadena del TCR (42). Un producto  Vδ1+ γδ T que usa también 

un anticuerpo monoclonal para la activación ha tenido muy buenos resultados en 

modelos de linfoma B, por lo que se está probando en fase clínica  (NCT04735471) (38). 

Los linfocitos T γδ se han utilizado también para, mediante la transducción de un CAR 

no señalizador (NSCAR), que carece de dominio de activación, dirigirlos hacia las 

células diana, para que actúen mediante su inherente actividad citotóxica antitumoral. 
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Se han probado contra neoplasias de linfocitos B o T, introduciendo un CAR dirigido 

contra antígenos propios de dichas poblaciones linfocitarias (CD19 y CD5, 

respectivamente) (43). 

4.2.2 Células madre pluripotentes inducidas (iPSC) 
Teóricamente, una línea iPSC maestra tiene una capacidad ilimitada para 

autorrenovarse y diferenciarse a cualquier tipo celular y, por tanto, para ser la fuente 

celular de la terapia CAR alogénica. Podría generarse un banco de líneas iPSC con 

diferentes combinaciones de haplotipos HLA, de manera que se pueda seleccionar el 

más compatible con el paciente para minimizar el riesgo de EICH y de rechazo de las 

células iPSC CAR-T o, por el contrario, usar la edición genética para eliminar los 

complejos TCR y/o HLA, como se ha indicado anteriormente (2).  

Las iPSC se desarrollan a partir de diferentes tipos celulares (fibroblastos, linfocitos, 

etc.) que son reprogramadas hasta una célula menos diferenciada introduciendo 

moléculas y/o genes específicos. Un ejemplo es el de Wang et al., que generan las 

células iPSC a partir de linfocitos vírgenes o de memoria (CD62L+). En los clones 

seleccionados se transduce el CAR y se expanden las células que lo expresan. 

Entonces se diferencian hacia linfocitos T en tres pasos: primero a células del 

mesodermo, después a células hematopoyéticas y por último a célula T (44). Una 

ventaja de usar iPSC es que las células CAR-T se generan a partir de una línea celular 

pluripotente con capacidad de expansión clonal y, por lo tanto, las modificaciones 

genéticas a las que se sometan son homogéneas en la población final (2). Esto sucede 

si se introduce el CAR en el locus del gen TRAC, inhibiendo así la expresión del TCR 

(45). Otros grupos generan las células iPSC a partir de linfocitos T con una especificidad 

determinada para que este se exprese y reconozca las células tumorales tanto a través 

del CAR como del TCR (46). 

Para resolver el problema del rechazo, un grupo ha producido células CAR-T 

procedentes de iPSC que carecen de β2-microglobulina, del transactivador del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II y del receptor del poliovirus o CD155 

(ligando del receptor inhibidor DNAM-1, propio de células NK), y que expresan el 

antígeno E de MHC clase I de una sola cadena, ligando del receptor inhibidor NKG2A 

(47). De esta manera evitan el rechazo también por parte de las células NK debido al 

hecho de no expresar moléculas MHC. 

4.2.3 Progenitores hematopoyéticos de cordón umbilical 
Los progenitores hematopoyéticos del cordón umbilical poseen gran capacidad de 

proliferación, inducen la tolerancia inmunológica y la incidencia de EICH severa es 
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mucho más baja de lo que se podría esperar en base al grado de incompatibilidad HLA 

donante-receptor, por lo que son una interesante fuente celular para la terapia CAR-T 

(48).  

Se pueden extraer células CD3+ del cordón umbilical e insertar el transgén CAR (49,50), 

aunque para minimizar aún más el riesgo de EICH podrían noquearse TRAC, B2M e 

inducir la expresión de HLA-E, que inhibe el rechazo por parte de las células NK (51). 

Estos linfocitos tienen fenotipo naive y no expresan CD25, a diferencia de los linfocitos 

de sangre periférica, lo que permite en las primeras descartar células Treg (CD25+)(51).   

Por otra parte, en un estudio los autores diferencian los progenitores hematopoyéticos 

a linfocitos Tγδ (52), lo que conllevaría además las ventajas descritas anteriormente, y 

en una patente, además, se silencia el gen B2M mediante CRISPR (53). 

4.2.4 Subpoblaciones de linfocitos T memoria 
Se considera que la mayoría de las células con fenotipo memoria tendrán una 

especificidad dirigida a antígenos detectados previamente, que se prevé que sean 

diferentes a los del paciente receptor de la terapia CAR-T. Mediante la depleción de las 

células CD45RA+, Fernández et al. obtienen una población purificada de linfocitos T 

memoria central y memoria efectora, usando partículas magnéticas, cuya infusión ha 

demostrado ser segura en modelos animales. Entre los motivos por los que las células 

memoria son menos alorreactivas se encuentran que migran menos a órganos que 

manifiestan EICH, como el tracto intestinal, y que la mayoría de células memoria tienen 

especificidad por antígenos exógenos, frente a los que han reaccionado previamente 

(54). En un paso adicional de purificación se pueden descartar monocitos, que expresan 

CD14. Esta población es reactiva frente a antígenos virales, lo que puede además 

conferir protección a los pacientes frente a estos patógenos. Este tipo de terapia con 

células CAR-T CD45RA−/CD14− ha recibido autorización de la FDA para ensayos en 

humanos (55). Las subpoblación de linfocitos T de memoria central (CD45RA−/CD62L+) 

tiene una persistencia in vivo aumentada, por lo que algunos autores, como Wang et al. 

(56), seleccionan específicamente esta subpoblación.  

4.2.5 Linfocitos T específicos de virus 
Los linfocitos T específicos de virus tienen un TCR que reconoce antígenos virales, entre 

otros de virus varicela-zóster (VVZ), virus de Epstein-Barr (VEB), adenovirus (Adv) y 

citomegalovirus (CMV). La infusión de linfocitos específicos de virus se ha empleado en 

pacientes oncohematológicos que han recibido trasplante alogénico de progenitores 

hematopoyéticos, tras el cual sufren habitualmente infecciones virales o trastornos 

linfoproliferativos asociados a virus de Epstein-Barr. Dada la especificidad de su TCR 
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no son alorreactivos, por lo que podrían usarse como fuente celular para productos 

CAR-T alogénicos; sin embargo, pueden ser rechazados por el huésped. Para superar 

esta limitación, se ha planteado crear un banco de donantes para administrar células 

HLA compatibles. 

Para obtener estas subpoblaciones de linfocitos T específicos de virus, se exponen 

PBMC a células presentadoras de antígeno de distintos tipos (57) o determinadas líneas 

celulares, con la peculiaridad de que expresan antígenos virales, como células 

linfoblastoides transformadas por  VEB (58,59). Nakazawa et al. dirigen linfocitos T 

específicos de virus de Epstein-Bar (VEB) contra HER-2 mediante un CAR específico. 

Para ello se estimulan las células supervivientes a la nucleofección del CAR con células 

linfoblastoides transformadas por  VEB en medio suplementado con IL-4, IL-7 y IL-15 

en distintas fases (58). 

Además, el potenciamiento de las células CAR-T específicas de virus mediante vacunas 

o inyección de virus oncolíticos podría poner solución a la escasa expansión que 

experimentan las células inmunes en el microambiente inmunosupresor de los tumores 

sólidos. Otra estrategia para potenciar la expansión in vivo de células CAR-T específicas 

de VEB es insertar también un receptor de IL-7, que no se expresa en linfocitos Treg, 

Figura 3: Ejemplos representativos de estrategias para producir células CAR-T alogénicas: (A) con 

modificaciones genéticas adicionales, (B) derivadas de células iPSC, (C) derivadas de células memoria 

central, (D) derivadas de linfocitos T γδ, (E) específicas de virus y (F) procedentes de sangre de cordón 

umbilical. 
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de manera que la administración de IL-7 activaría específicamente las células CAR-T y 

no las Treg (60). 

Se pueden usar linfocitos específicos de VEB dotados de un Co-CAR CD19, que carece 

de dominio estimulador CD3, de manera que aporta únicamente la señal coestimuladora 

a la activación mediante TCR, la cual dependería de la detección del antígeno viral (61). 

Tabla 2: Ventajas y desventajas de los diferentes tipos de terapia CAR-T para uso alogénico. 

ESTRATEGIA VENTAJAS  DESVENTAJAS 

CAR-T TCR-/HLA- § No inmunogénicas.  

§ Alta disponibilidad. 

§ Baja proliferación. 

§ Coste. 

iPSC CAR-T § Fuente ilimitada.  

§ Producto homogéneo 

(especificidad del TCR). 

§ Técnicamente complejo 

y costoso. 

§ Riesgos potenciales. 

γδ CART § Reconocen antígenos 

independientemente de HLA y 

poseen receptores NK.  

§ Eficacia en tumores sólidos. 

§ Persistencia in vivo 

corta. 

§ Baja disponibilidad. 

CAR-T 
procedentes de 
sangre de cordón 
umbilical 

§ Baja alorreactividad. 

§ Poco rechazo. 

§ Capacidad de proliferación 

§ Baja disponibilidad. 

§ Problemas éticos. 

CAR-T 
específicas de 
virus 

§ Protección adicional frente a 

infecciones virales. 

§ Persistencia in vivo 

corta. 

CAR-T CD45RA− 
(memoria 
temprana) 

§ Fácil obtención. § Persistencia in vivo 

corta. 

CAR-T CIK § Fenotipo de alta citotoxicidad 

(NK-like) 

§ Persistencia in vivo 

corta. 

4.2.6 Células asesinas inducidas por citocinas (CIK) 
Este tipo celular, obtenido por cultivo ex vivo de PBMC con citocinas específicas 

(habitualmente IFN-γ y IL-2) y anticuerpos monoclonales anti-CD3, también se ha 

utilizado para producir células CAR-T con potencial uso alogénico. Un grupo de 

investigación empleó el transposón SB para transducir el CAR en CIK tras su exposición 

a células mononucleares irradiadas provenientes de la misma fuente (62). El uso de 
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células asesinas inducidas por citocinas [del inglés, cytokine-induced killer cells (CIKs)] 

presenta la ventaja de una citotoxicidad no restringida por HLA y una mínima 

alorreactividad. Esta población expresa marcadores de linfocitos T con gran proporción 

de células T NK-like (CD3+CD56+).  

5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
En esta revisión sistemática se ha tratado de recopilar, mediante una búsqueda 

sistemática, todas las estrategias de producción de células CAR-T provenientes de 

fuentes alogénicas que no produzcan EICH y que no sean rechazadas por el receptor. 

Este trabajo se ha realizado acorde a la guía PRISMA (Preferred Reporting Items for 

Systematic reviews and Meta-Analyses) (63). Una posible fuente de sesgos es que la 

revisión ha sido realizada por un solo revisor.   

La terapia CAR-T es un tratamiento antitumoral prometedor, que se consolida a medida 

que se proponen soluciones a sus desventajas y limitaciones y se adquiere experiencia 

clínica, como demuestra el creciente número de publicaciones y de tratamientos 

aprobados por las agencias reguladoras.  

Hasta ahora todas las terapias aprobadas para su comercialización son autólogas, así 

como las utilizadas en la mayoría de ensayos clínicos realizados. Dadas las ventajas de 

ambas, con alta probabilidad convivirán en el futuro. Los tratamientos autólogos usan 

células del paciente por lo que, a priori, son más seguros y eficaces al no ser 

inmunogénicos y persistir in vivo a más largo plazo, aunque dependen de la calidad de 

las células del propio paciente, requieren un tiempo de fabricación desde la aféresis 

hasta la infusión que puede ser crítico para el paciente, y no son susceptibles de una 

fabricación a gran escala ni de estandarización.  

Por el contrario, los tratamientos alogénicos sí son potencialmente alorreactivos e 

inmunogénicos, es decir, pueden producir EICH y su eficacia se ve condicionada por el 

rechazo por parte del huésped. Sin embargo, presentan las ventajas de posibilidad de 

estandarización y fabricación a gran escala, producción a partir de fuentes celulares 

óptimas, menor coste de fabricación, y de permitir el tratamiento inmediato del paciente 

e incluso re-tratamientos si se considera necesario.  

La modificación genética (adicional a la introducción del CAR) de linfocitos T obtenidos 

de donantes sanos para eliminar el TCR y las moléculas HLA es un método factible que 

superaría las limitaciones del uso alogénico de las células CAR-T (TABLA 2). De los 

distintos métodos posibles, posiblemente la edición con el sistema CRISPR/Cas9 sea 

el preferido en el futuro por su sencillez y accesibilidad. Sin embargo, esto puede 

suponer un problema para la expansión celular ex vivo, al impedirse con esta estrategia 
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la expresión de la subunidad CD3, que aporta la principal señal proliferativa de las 

células T, por la cual se activan estas células in vitro. Otro problema es que las células 

CAR-T HLA- pueden ser reconocidas y eliminadas por linfocitos NK. Una estrategia que 

puede resultar eficaz es la introducción de las proteínas de fusión B2M-HLA-E (mBE) y 

B2M-HLA-G (mBG), que se unen respectivamente a NKG2A y a KIR2DL4 y LILRB1, 

receptores inhibidores de células NK (64).  

La alternativa a las modificaciones genéticas adicionales para fabricar células CAR-T 

alogénicas es usar una fuente de linfocitos poco alorreactiva, cuya única modificación 

genética es la inserción del transgén CAR. Las células T específicas de virus son 

sencillas de producir y además confieren protección frente a infecciones virales, algo 

que puede ser ventajoso en pacientes inmunodeprimidos. Han resultado eficaces en 

neoplasias relacionadas con la transformación viral como el linfoma de Hodgkin, 

asociado a la infección por VEB. Estas células se han probado en humanos con un 

aceptable perfil de seguridad, pero su persistencia in vivo dependería de la 

inmunosupresión del paciente. Los linfocitos T de memoria temprana (CD45RA−) 

presentan TCR poco alorreactivos con reactividad frente a antígenos virales y son 

fáciles de obtener, lo que las convierte en una opción interesante.  

Las células T γδ tienen un fenotipo citotóxico que las hace idóneas para el tratamiento 

de tumores tanto hematológicos como sólidos, dada su capacidad de infiltrar tejidos no 

inflamados. En estos tumores la inmunoterapia ha resultado menos eficaz, por lo que 

su desarrollo sería de gran interés. Su fabricación es sencilla, aunque su capacidad de 

proliferación in vitro puede ser limitada. Las células CIK tienen un receptor no restringido 

por HLA y por ello no son alorreactivas por lo que también se están probando. 

Las células iPSC son probablemente las de producción más compleja, ya que requieren 

varias modificaciones adicionales, aunque tienen gran potencial dada su capacidad 

infinita de autorrenovación y su expansión clonal, que daría como resultado un producto 

totalmente homogéneo. Una vez optimizada la edición genética, podría convertirse en 

un tratamiento verdaderamente universal. 

Además de lo anteriormente mencionado, una ventaja importante de los productos 

alogénicos con respecto a los autólogos es que se evita la contaminación del producto 

con células tumorales del paciente. Se ha descrito un caso en el que una célula 

neoplásica se transdujo con un CAR anti-CD19, enmascarando este las moléculas 

CD19 de la propia célula y haciéndose resistente a la terapia (65).  

Algunos grupos han establecido protocolos de producción de células CAR-T alogénicas 

con la plataforma CliniMACS Prodigy asociada a un electroporador con el objetivo de 
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estandarizar el proceso, hacerlo más eficiente y menos dependiente del operador 

(54,66).  

En conclusión, existen dos grandes tipos de estrategias para evitar la EICH y el rechazo 

en las terapias CAR-T de uso alogénico: la modificación genética adicional sobre 

linfocitos T $%	y la selección de fuentes celulares menos alorreactivas y que no generen 

rechazo. Además, como se ha explicado previamente, estas estrategias se pueden 

aplicar de forma concomitante. Actualmente, deben demostrar su eficacia y seguridad 

en los ensayos clínicos que se están llevando a cabo, confirmando los resultados ya 

obtenidos en estudios preclínicos. En este caso, sus ventajas respecto a las terapias 

autólogas permitirán que su uso se extienda y que un mayor número de pacientes pueda 

acceder a este tratamiento.  
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ANEXO I: SIGLAS 
1. AAV: Adenoassociated Virus – Virus Adenoasociado 

2. aAPC:  Células Presentadoras De Antígenos artificiales 

3. B2M: Beta 2 Microglobulina  

4. BCMA:  B Cell Maturation Antigen - Antígeno De Maduración De Linfocitos B  

5. CAR:  Chimeric Antigen Receptor – Receptor De Antígeno Quimérico 

6. Cas9: CRISPR associated protein 9 – Proteína asociada a CRISPR 9 

7. CIITA: Class II, major histocompatibility complex, Transactivator - 

Transactivador del complejo mayor de histocompatibilidad Clase II 

8. CIKs Cytokine-Induced Killer Cells - Células Asesinas Inducidas por 

Citocinas 

9. CMV: Citomegalovirus 

10. CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - 

Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas Y Regularmente Interespaciadas 

11. CRS:  Cytokine Release Síndrome - Tormenta De Citocinas 

12. CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 - Antígeno 4 Del Linfocito T 

Citotóxico  

13. EICH:  Enfermedad Injerto Contra Huésped 

14. FDA:  Food And Drug Administration – Administración De Alimentos Y 

Medicamentos (de EE.UU.) 

15. gRNA RNA guía 

16. HLA:  Human Leukocyte Antigen – Antígeno Leucocitario Humano 

17. ICANS:  Immune effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome - 

neurotoxicidad asociada a células inmunes 

18. IL: Interleucina 

19. iPSC: induced Pluripotent Stem Cell - Células Madre Pluripotentes Inducidas 

20. LLA:  Leucemia Linfoblástica Aguda 

21. MHC:  Major Histocompatibility Complex – Complejo Mayor De 

Histocompatibilidad 

22. mRNA: RNA mensajero 

23. NHEJ: Non-Homologous End Joining – Reparación de Extremos No 

Homólogos 

24. NK: Natural Killer – Asesinas naturales 

25. NSCAR: Non Signaling CAR - CAR no señalizador 

26. PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells - Células Mononucleares De 

Sangre Periférica 
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27. PD1: Programmed cell Death receptor 1 – Receptor de Muerte Celular 

Programada 1 

28. TALEN: Transcription Activator-Like Effector Nuclease - Nucleasa De Actividad 

Similar A Activador De Transcripción 

29. TCR:  T Cell Receptor - Receptor de Célula T 

30. TPH: Trasplante De Progenitores Hematopoyéticos 

31. TRAC: T Cell Receptor Alpha Constan Chain – Cadena Constante Alfa del 

Receptor de Célula T 

32. SB: Sleeping Beauty 

33. SARS-CoV-2:  Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2 - 

Coronavirus Tipo 2 Causante Del Síndrome Respiratorio Agudo Severo 

34. VEB:  Virus de Epstein-Barr 

35. VHB: Virus de la Hepatitis B 

36. VIH:  Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

37. VVZ:  Virus Varicela-Zóster  
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