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Resumen  

En la última década, el desarrollo de la nanomedicina y la terapia génica ha logrado 
grandes avances en la administración de los distintos tipos de ácidos nucleicos para su 
aplicación en el tratamiento patologías. Los ácidos nucleicos son potenciales agentes 
terapéuticos y para su transporte y liberación es necesario el uso de vectores. Los 
sistemas de administración se basan principalmente en vectores virales, aunque estos 
presentan inconvenientes importantes como problemas de seguridad y baja capacidad 
de carga por lo que se están desarrollando vectores sintéticos como alternativa. En este 
trabajo de fin de grado se analizarán en profundidad los últimos avances en la 
producción de vectores no virales y su aplicación en diferentes enfermedades. Además, 
se revisará una de las aplicaciones clínicas más novedosas y prometedoras de la terapia 
génica: la terapia de las células CAR-T. Se analizarán los productos aprobados para su 
uso clínico y las nuevas tecnologías de transferencia genética no vírica para su 
producción.  
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Abstract 

In the last decade, the development of nanomedicine and gene therapy has achieved 
great advances in the delivery of different types of nucleic acids for their application in 
the treatment of pathologies. Nucleic acids are potential therapeutic agents and their 
transport and release require the use of vectors. Delivery systems are mainly based on 
viral vectors, although these have significant drawbacks such as safety problems and low 
cargo capacity, so synthetic vectors are being developed as an alternative. In this thesis, 
the latest advances in the production of non-viral vectors and their application in 
different diseases will be analyzed in depth. In addition, one of the most novel and 
promising clinical applications of gene therapy will be reviewed: CAR-T cell therapy. 
Products approved for clinical use and new non-viral cell transformation technologies 
for their production will be discussed.  
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1 Introducción 

En los últimos años, el campo de la medicina ha presenciado avances significativos en 
dos áreas interrelacionadas: la nanomedicina y la terapia génica. La nanomedicina se ha 
convertido en una disciplina prometedora que combina la nanotecnología y la medicina, 
ofreciendo soluciones innovadoras para el diagnóstico, prevención y tratamiento de 
diversas enfermedades. Por otro lado, la terapia génica ha surgido como una estrategia 
terapéutica revolucionaria que busca corregir anomalías genéticas y modificar la 
expresión de genes defectuosos para tratar enfermedades genéticas y adquiridas. 

En la ultima decada, tanto la nanomedicina como la terapia génica han experimentado 
un rápido desarrollo. La nanomedicina ha brindado nuevas herramientas y enfoques 
para entregar agentes terapéuticos de manera precisa y controlada, a escala 
nanométrica. Por su parte, la terapia génica ha progresado en la comprensión de los 
mecanismos moleculares involucrados en las enfermedades genéticas y ha desarrollado 
técnicas para modificar y transferir genes de manera segura y eficiente. 

La terapia génica ha demostrado ser de gran importancia en la medicina, ya que tiene el 
potencial de tratar enfermedades que actualmente carecen de opciones terapéuticas 
efectivas. Al abordar la causa subyacente de las enfermedades a nivel genético, se puede 
lograr una corrección o modulación precisa de los genes involucrados, lo que permite 
una intervención más precisa y personalizada. La terapia génica ha mostrado promesa 
en enfermedades genéticas hereditarias, cáncer, enfermedades neurodegenerativas y 
trastornos del sistema inmunológico, entre otros. 

En este contexto, los vehículos a escala nanométrica desempeñan un papel crucial en la 
terapia génica, ya que actúan como sistemas de entrega para transportar y proteger los 
ácidos nucleicos terapéuticos hasta el sitio de acción deseado. Estos nano vehículos, 
como lípidos, polímeros y nanopartículas, permiten la encapsulación y liberación 
controlada de los agentes terapéuticos, protegiéndolos de la degradación y mejorando 
su estabilidad y biodisponibilidad. Además, pueden ser funcionalizados con 
biomoléculas para dirigirse a células o tejidos específicos, aumentando así la eficacia y 
selectividad de la terapia génica. 

En el presente trabajo de fin de grado, se explorarán en profundidad los conceptos 
generales de la nanomedicina y la terapia génica, así como los tipos de ácidos nucleicos 
utilizados como agentes terapéuticos. Se realizará una exhaustiva revisión de los últimos 
avances en vectores sintéticos, como lípidos, polímeros y nanopartículas metálicas, y se 
analizarán ejemplos recientes de su aplicación en diversas patologías. Por último, se 
dedicará una sección especial al caso concreto de la aplicación de la nanomedicina en 
terapias CAR-T, una estrategia terapéutica innovadora en el tratamiento del cáncer. 

Palabras clave: Nanomedicina, nanotecnología, terapia génica, ácidos nucleicos, 
vectores no virales, nanopartículas, CAR-T.  
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2 Nanomedicina y nanotecnología  

La nanotecnología puede definirse como el diseño, caracterización, producción y 
aplicación de materiales, estructuras y dispositivos mediante la manipulación de su 
tamaño y forma en nanoescala (1 a 100 nm).1  

El concepto de nanotecnología fue introducido en 1959 por el físico y premio Nobel 
Richard Feynman en su artículo "There's Plenty of Room at the Bottom". En él predijo la 
nanotecnología y sus posibles aplicaciones, incluso describió el uso en medicina de 
máquinas pequeñas hasta el nivel molecular. Posteriormente, en 1974, Norio Taniguchi 
utilizó y definió por primera vez en la historia el término "nanotecnología" que continúa 
siendo válido: "la nanotecnología consiste principalmente en el proceso de separación, 
consolidación y deformación de materiales por un átomo o una molécula". 

Debido a que los nanomateriales son similares a las moléculas y a los sistemas biológicos 
en cuanto a su escala, e incluso pueden adquirir funciones, resultan útiles para su 
aplicación en el campo de la medicina. Por lo tanto, la nanomedicina pretende utilizar 
las propiedades y características físicas de los nanomateriales para diagnosticar y tratar 
enfermedades molecularmente. En la actualidad, los nanomateriales están siendo 
diseñados para el transporte selectivo de agentes diagnósticos y terapéuticos a través 
de barreras biológicas para que puedan acceder a dianas terapéuticas y detecten 
cambios e interacciones moleculares de forma sensible. Estos materiales nanométricos 
tienen una alta relación superficie-volumen y pueden tener propiedades magnéticas, 
electrónicas y biológicas ajustables. La “identidad sintética” del nanomaterial es dada 
por su composición química, tamaño, forma y carga superficial. La “identidad biológica” 
es dada por su comportamiento en entornos biológicos (biodistribución, interacción con 
biomoléculas, acción terapéutica) y depende directamente de sus propiedades 
sintéticas. Por ejemplo, la carga superficial es clave en la adsorción de proteínas séricas 
o el tamaño en la internalización celular.2,3 
El uso de la nanotecnología en la medicina comenzó a ser investigada en la década de 
los 90. El desarrollo del microscopio de alta resolución supuso el progreso de la biología, 
química y física a lo largo del siglo pasado dando lugar a nuevas disciplinas científicas 
como la bioquímica o la biología molecular. Con los avances en la microscopía fue 
posible la detección de estructuras nanométricas y la visualización de átomos 
individuales. Esto último fue gracias al microscopio de iones de campo (FIM), 
desarrollado en 1951. El uso de nuevos microscopios en el campo de la biología y 
química posibilitó el descubrimiento de estructuras celulares, así como de sus 
componentes. 
En los años 60, gracias a la comprensión del DNA surgió el concepto de enfermedades 
genéticas y el planteamiento de futuros tratamientos personalizados.4 A principios de 
los años 80 se logró la visualización directa en el rango nano mediante la microscopía de 
sonda de barrido. Gerd Binnig y Heinrich Rohrer inventaron el microscopio de barrido 
en túnel (STM) con el que se consiguió mostrar gráficamente un átomo individual.5 
Finalmente, en 1986 se desarrolló el primer microscopio de fuerza atómica (AFM) que 
permitió la manipulación de las nanopartículas de forma controlada dando paso a 
distintas opciones de uso y a nuevas ciencias adaptadas a la nanoescala, por ejemplo, la 
nanomedicina. 6  
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Recientemente, se ha puesto de manifiesto el gran potencial de la nanotecnología en la 
biomedicina para diagnosticar y tratar enfermedades.7 En las últimas décadas la 
aplicación de la nanotecnología en el diagnóstico y en la administración de fármacos ha 
logrado muy buenos resultados. En la actualidad se están comercializando productos 
para su aplicación en el campo de la medicina que contienen nanomateriales como los 
nanofármacos, nanopartículas con actividad antibacteriana, nanobiochips o 
nanobiosensores.8 También ha habido grandes progresos en la oncología puesto que se 
han desarrollado quimioterápicos más eficaces para cánceres agresivos. Esto ha sido 
gracias a la posibilidad de dirigir al lugar del tumor moléculas funcionales incluyendo 
nanopartículas y anticuerpos. Por lo tanto, la nano-oncología es una aplicación 
interesante de la nanotecnología ya que permite mejorar la eficacia de los tratamientos 
a la vez que disminuye su toxicidad sistémica.9,10 

3 Terapia Génica 

3.1 Definición, objetivo y tipos  

La FDA define la terapia génica como “una técnica que modifica los genes de una 
persona para tratar o curar una enfermedad y busca modificar o manipular la expresión 
de un gen o alterar las propiedades biológicas de células vivas para el uso terapéutico”.11 

En 1928, el bacteriólogo Frederick Griffith publicó un informe conocido como 
"Experimento de Griffith" en el que describe la transformación de una cepa de 
estreptococo pneumoniae no virulenta en virulenta. Sin embargo, no fue hasta 1944 
cuando Avery y McCarty demostraron que la transformación estaba causada por el ácido 
desoxirribonucleico evidenciando que la información genética se transporta en forma 
de DNA.12 Décadas más tarde, Howard Temin, descubrió que era posible heredar 
mutaciones genéticas específicas como resultado de infecciones víricas y en 1968, 
Rogers et al. evidenciaron una primera prueba de concepto de la transferencia génica 
mediada por virus.13,14 Posteriormente, en 1990, la FDA aprobó por primera vez en 
humanos un ensayo de terapia génica con intención terapéutica en niños con deficiencia 
de adenosina deaminasa (SCID-ADA), enfermedad monogénica que provoca una 
inmunodeficiencia grave. Los pacientes fueron tratados con linfocitos T autólogos 
modificados ex vivo mediante la inserción del gen ADA funcional y los resultados fueron 
buenos, aunque difíciles de medir. En 2003, China se convirtió en el primer país en 
aprobar un producto basado en terapia génica para uso clínico. Se trataba de un vector 
adenoviral que recibió la aprobación para el tratamiento del carcinoma de células 
escamosas. La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) aprobó por primera vez un 
producto de terapia génica en  2012: Glybera. Se trataba de un vector viral diseñado 
para el tratamiento de la deficiencia de lipoproteína lipasa hereditaria. En 2017, la FDA 
aprobó la primera terapia génica basada en células CAR-T para el tratamiento de la 
leucemia linfoblástica y en 2018 se inició el primer ensayo clínico con CRISPR-Cas9. 
Desde entonces, han aumentado los ensayos clínicos de terapias génicas aprobados y se 
ha mejorado su eficacia y la seguridad.15 

En cuanto a las dos principales estrategias de la terapia génica, podemos destacar la 
inhibición, también conocida como “downregulation” que consiste en inhibir la 
expresión de un gen o mutación y la “upregulation” que por el contrario promueve la 
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expresión de un gen. Ambas técnicas pueden ser útiles en el tratamiento de 
enfermedades con actividades génicas inadecuadas, como el cáncer o enfermedades de 
transmisión genética. También es posible la introducción de un gen exógeno que 
codifique una proteína terapéutica, siendo esta estrategia utilizada en la terapia génica 
de vacunación mediante la generación de inmunogenicidad a partir de la proteína 
exógena.16  Un ejemplo de ello son las vacunas contra el SARS-CoV-2 que incluyen una 
parte de la proteína S del virus puesto que los anticuerpos dirigidos contra ella son los 
que neutralizan el virus previniendo la infección.17 Generalmente, el proceso de 
desarrollo en la terapia génica consta de una primera fase en la que se estudia el gen 
patológico y las opciones para su inactivación o activación seguida de una segunda etapa 
que consiste en el diseño de un ácido nucleico apropiado a las condiciones requeridas 
por la terapia y que genere la respuesta deseada. En la última fase se crea un sistema de 
transporte capaz de introducir el gen en el organismo y dirigirlo hacia la diana. Este 
sistema consiste en el diseño de nanotransportadores capaces de administrar y liberar 
eficazmente ácidos nucleicos. 

3.2 Barreras biológicas y “delivery” de ácidos nucleicos  

Los ácidos nucleicos tienen un gran potencial como agentes terapéuticos para el 
tratamiento tanto de enfermedades hereditarias como adquiridas, también para el uso 
de vacunas de DNA, terapias antivirales e inmunoterapia. No obstante, para que puedan 
ser transportados y liberados es necesario que superen distintas barreras biológicas y 
obstáculos (Figura 1). En primera instancia deben protegerse de la degradación de las 
nucleasas presentes en la sangre. Para ello se utilizan las siguientes estrategias: 
modificaciones químicas del esqueleto, por ejemplo, enlaces PS (fosofotioureato) 
sustituyendo a los enlaces fosfodiester y modificaciones 2ʹ para reducir la hidrólisis del 
2’-OH; uniones covalentes de moléculas e interacciones no covalentes como la unión o 
encapsulación en diferentes portadores.18 

Por otro lado, es imprescindible controlar el tamaño de los complejos ya que partículas 
demasiado grandes (mayores de 200 nm) o demasiado pequeñas (menores de 15 nm) 
pueden ser eliminadas tanto por los fagocitos mononucleares como por el hígado y por 
los riñones afectando así a su eficacia, absorción y biodistribución. Además, en la 
administración sistémica, las moléculas de gran tamaño son incapaces de atravesar las 
barreras endoteliales, a no ser que estas sean fenestradas o permeables (25). En cuanto 
a la biodistribución, se han obtenido mejoras significativas mediante el aumento de la 
interacción de los ácidos nucleicos con proteínas como la albúmina o anticuerpos ya que 
de esta manera se incrementa el tiempo de circulación. Por ejemplo, se ha demostrado 
que unión del siRNA-L2 a la albúmina mejora la farmacocinética del “small interfering 
RNA” (siRNA) aumentando el tiempo de circulación y reduciendo la eliminación renal 
rápida.19 
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Figura 1.  Materiales sintéticos y retos para la administración intracelular eficaz de genes. 
Adaptado de Montenegro et al. 18  

La conjugación del trasportador con ciertas moléculas aumenta la selectividad por 
células o tejidos diana mejorando la captación a la vez que disminuye los efectos no 
diana. Ejemplos de esta estrategia son el reconocimiento de las proteínas de membrana 
por anticuerpos y aptámeros. También es posible el reconocimiento de células 
específicas con modificaciones artificiales, por ejemplo, interacciones de motivos coiled 
coil sintéticos para el “targeting” de liposomas y la fusión de membranas entre 
liposomas modificados con lipopéptidos y células mediadas por coils. 20,21 

Para reducir la toxicidad se han desarrollado distintas estrategias para evitar el 
reconocimiento por el sistema inmunológico de las “virus-like particles” (VLPs) mediante 
un recubrimiento polimérico o el uso de nanoagujas degradables para disminuir la 
respuesta inflamatoria. Las nanoagujas contienen silicio poroso que son biocompatibles, 
geométricas y de administración favorables. Estos sistemas administrados vía 
subcutánea han demostrado una alta eficiencia y una toxicidad mínima para la entrega 
intracelular de ácidos nucleicos.22,23 

Por último, una vez que los vectores han llegado a las células de interés, deben atravesar 
la membrana plasmática, evitar el atrapamiento endosomal e incluso en ocasiones 
translocarse a través de la envoltura nuclear (transfección de DNA). Diferentes 
estrategias han sido desarrolladas con el propósito de superar estos obstáculos, por 
ejemplo, modificaciones de la estructura de los ácidos nucleicos (esterificación) para 
facilitar el paso del vector a través de la membrana celular. Una vez internalizados, para 
lograr el escape endosomal se pueden utilizar métodos físicos como la disrupción 
mecánica y eléctrica de la membrana celular o evitar vías endocíticas. Como ejemplo 
representativo, el péptido CLIP6 emplea exclusivamente mecanismos no endosómicos 
para atravesar las membranas celulares transportando cargas directamente al 
citoplasma por lo que presenta una amplia utilidad para el transporte de ácidos 
nucleicos.24 Además, integrar ácidos nucleicos en lípidos ionizables para su 
administración también confiere propiedades de escape endosomal. 
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Con el fin de que el ácido nucleico pueda interactuar con su diana o sea reconocido por 
los elementos celulares requeridos para la trascripción, traducción o silenciamiento de 
genes, es necesario que se libere de los complejos trasportadores. Para que sea viable 
la liberación de la carga pueden ser de ayuda mecanismos como los enlaces de disulfuro 
ya que los enlaces cruzados de disulfuro de la membrana dan lugar a una rápida libración 
de la carga citoplasmática. El desmontaje de vehículos mediado por el pH o 
hialuronidasa también son útiles en el proceso de liberación de la carga. 

En el caso de que sea necesario atravesar la envoltura nuclear se utilizan distintas 
estrategias como la disrupción de la membrana nuclear o “targeting” nuclear por medio 
de la electroporación y deformación o mediante la incorporación de péptidos que 
contienen una señal de localización nuclear.  Un ejemplo de esta última estrategia 
consiste en el uso de péptidos que contienen secuencias asociadas a microtúbulos 
(MTAS) y señales de localización nuclear (NLS) que facilitan la importación nuclear rápida 
de su carga a través de la maquinaria de transporte de microtúbulos.25 

3.3 Tipos de ácidos nucleicos  

Los tipos de ácidos nucleicos más empleados como agentes terapéuticos en la terapia 
génica son:  

- Plásmidos y minicírculos. Son moléculas de “double-stranded DNA” (dsDNA) 
circular que se introducen en el núcleo celular para ser transcritas y entregar 
genes mediante la expresión del transgén. Una vez dentro del núcleo, estas 
moléculas son capaces de expresar RNA reguladores o proteínas que restauran 
funciones o desarrollan respuestas inmunitarias. La estabilidad estructural de 
estas moléculas puede verse afectada por la recombinación con el DNA celular y 
la oxidación por radicales libres.  La adición de eliminadores de radicales libres, 
quelantes de iones metálicos, etanol y EDTA puede disminuir el daño, mientras 
que la deshidratación y la liofilización con azúcares pueden estabilizar el DNA 
plasmídico. Los plásmidos sin esqueleto bacteriano muestran una eficacia 
prolongada en comparación con el DNA plasmídico tradicional. 26 

- mRNA y replicones de RNA. Son grandes moléculas de “single-stranded RNA” 
(ssRNA) de varias kilobases (kb) que actúan a nivel del citosol expresando la 
proteína de interés. Además, el replicón puede autoamplificarse y prolongar la 
duración de la expresión de la proteína. La estabilidad del “messenger RNA” 
(mRNA) es mucho menor que el DNA y depende en gran medida de su secuencia 
nucleotídica por lo que las modificaciones químicas del esqueleto son necesarias. 
La introducción de N6-metiladenosina (m6A) en el extremo 3’UTR y cerca del 
codon stop del mRNA, la N6,2ʹ-O-dimetiladenosina (m6Am) y N6,2ʹ-O-
dimetiladenosina (m6Am) en la primera posición adyacente a la caperuza del 
extremo 5ʹ conllevan la generación de grupos funcionales que aumentan la 
estabilidad del mRNA. 27 

- Antisense oligonucleotide (ASO). Son moléculas de DNA, RNA o análogos de 15 
a 30 nucleótidos de longitud que se utilizan para inhibir de manera selectiva la 
traducción de mRNA patológico relacionado con enfermedades. La inhibición de 
este mRNA se logra a través de la escisión por ribonucleasa H (RNasa H) o por 
impedimento estérico de la traducción. La primera generación de ASO se 
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modificó químicamente para aumentar su resistencia a las nucleasas y 
biodisponibilidad, a través de un esqueleto fosforotioato que sustituye al 
fosfodiéster. La segunda generación incluyó modificaciones 2’-alquilo de la 
ribosa para mejorar la resistencia y afinidad al mRNA diana. Por último, la tercera 
generación incluye modificaciones químicas en nucleobases y anillos de 
furanosa, mejorando aún más la afinidad, resistencia a nucleasas, bioestabilidad 
y farmacocinética. Ejemplos de esta generación incluyen ácidos nucleicos 
peptídicos (PNA), ácidos nucleicos bloqueados (LNA) y el oligómero morfolino 
fosforoamidato (PMO).28 

- Reguladores cortos RNA: siRNA y miRNA. Son RNA cortos de 21-22 bp que 
facilitan la inhibición de la traducción del mRNA transcrito del gen diana 
dirigiendo la actividad del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). 
En el citosol, los siRNA dirigen el RISC a mRNA específicos para su degradación 
mientras que los microRNAs (miRNA) regulan la estabilidad y la traducción del 
mRNA. La metilación 2ʹ-O en la ribosa 3ʹ terminal, mediada por la RNA 
metiltransferasa HUA ENHANCER1 (HEN1) y sus homólogas, es una de las 
principales modificaciones químicas que aumenta la estabilidad de los siRNA ya 
que protege a los RNA pequeños de la 3´ uridilación y del truncamiento que 
conducen a la degradación de los siRNA. Otros mecanismos que mejoran la 
estabilidad de los siRNA son los elementos cis en las secuencias de RNA 
pequeños, los RNA complementarios y las proteínas de unión a RNA.29 

- DNAzimas, RNAzimas y MNAz. Tienen 50-150 nucleótidos, normalmente con 
estructuras secundarias complicadas y comprenden una sola cadena de DNA 
(DNAzimas), RNA (RNAzimas) o múltiples cadenas (MNAzimas). Estos ácidos 
nucleicos contienen actividad enzimática y son utilizados como nucleasas sitio-
específicas actuando tanto en el citosol como en el núcleo. En cuanto a las 
estrategias que mejoran la resistencia a la degradación de las nucleasas de las 
DNAzimas encontramos la modificación de nucleótidos en la que el azúcar 
ribofuranosa canónico se sustituye por un análogo de anillo de cinco o seis 
miembros.30,31 

3.4 Tipos de vectores: vectores virales y no virales  

Los virus actúan como vectores naturales de la entrega de genes puesto que son capaces 
de unirse a las membranas celulares y ser internalizados en la célula escapando de los 
endosomas para llegar al citosol. Debido a que la replicación viral requiere una 
transferencia eficaz de su material genético a las células, los virus han sido diseñados 
para la transfección de genes aprobándose vectores virales modificados con fines 
terapéuticos.  

El inicio de la terapia génica con virus se remonta a 1990 cuando los vectores virales 
obtuvieron éxito por primera vez. El ensayo clínico que utilizó linfocitos T transformados 
mediante un retrovirus recombinante portador del gen ADA para el tratamiento contra 
la IDCG-ADA dio lugar a la que se considera la primera terapia génica con éxito en 
humanos. En los últimos años, la terapia génica ha sido testigo de la aprobación de 
fármacos basados en vectores virales para su uso en la terapia contra el cáncer y en el 
tratamiento de enfermedades monogénicas entre otras. Entre los virus más utilizados 
se encuentran los miembros de la familia Retroviridae (gammaretrovirus y lentivirus), 
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adenovirus, virus adenoasociados (AAV), poxvirus y herpesvirus. Sin embargo, en la 
actualidad, las tres estrategias virales principales se basan en los adenovirus, los virus 
adenoasociados y los lentivirus.32,33 

En las últimas décadas, a pesar de que la aplicación de los vectores virales en la terapia 
génica haya logrado éxito clínico, continúan existiendo muchos retos que les impiden 
alcanzar todo su potencial. Los virus presentan desventajas que se relacionan con su 
inmunogenicidad y baja capacidad de carga que pueden ocasionar efectos secundarios 
fatales, así como su inactivación o el requerimiento de una terapia inmunosupresora 
adicional. Además, los obstáculos que supone la producción de virus a gran escala junto 
a su capacidad para producir mutagénesis por inserción errónea de transgenes limitan 
su utilidad en la terapia génica. Todos estos inconvenientes han llevado al desarrollo de 
sistemas de administración no virales como los vehículos sintéticos de liberación de 
genes. Estos vectores no víricos presentan una reducida inmunogenicidad, citotoxicidad 
y mutagénesis en comparación con los virales convirtiéndose así en una prometedora 
vía alternativa de transferencia génica.34 

4 Vectores no virales o sintéticos  

4.1 Nano-vehículos de genes basados en lípidos  

Los sistemas de administración basada en lípidos son tecnologías prometedoras para la 
formulación de fármacos, vacunas y productos de diagnóstico gracias a su capacidad de 
mejorar la biocompatibilidad, biodisponibilidad y solubilidad de los productos a la vez 
que disminuyen su toxicidad.35 En cuanto a los mecanismos que se emplean para lograr 
la unión nanomaterial-ácido nucleico podemos diferenciar tres tipos principales: la 
fusión de membranas, la ingeniería de nanopartículas lipídicas y los exosomas o 
estearosomas (Figura 2). 
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4.1.1  Estrategia de fusión de membranas lipídicas 

Las lipofección consiste en la transfección de DNA mediante el uso de lípidos catiónicos 
sintéticos. Estos interactúan espontáneamente con el DNA condensándolo para formar 
complejos lípido-DNA que se fusionan con las membranas celulares.36 En la actualidad 
las investigaciones están enfocadas en la mejora en la fusogenicidad de los liposomas 
para evitar el atrapamiento endosomal y en la disminución de su toxicidad. 

Figura 2.  Sistemas de “gene delivery” basados en lípidos y proteínas: a. Liberación 
mediada por proteínas “carrier” mediante proteínas de unión a dsRNA.  b.  La fusión entre 
las membranas celulares y los liposomas puede potenciarse mediante diversos 
mecanismos como la formación de pares de coiled-coil. c.  Se representa una reacción bio-
ortogonal entre los lípidos que contienen alcoxiaminas del l iposoma y la membrana celular 
cargada con lípidos que contienen grupos cetónicos. d.  Se representa el cambio 
conformacional inducido por la protonación en un lípido catiónico conmutable. e.  Los 
estearosomas son alternativas a los liposomas con fosfolípidos, se preparan mezclando 
estearilamina con colesterol. Adaptado del trabajo de Montenegro et al. 18  

Las fuertes interacciones “coiled coil” forman parte de muchos procesos biológicos 
como la fusión de membranas y el tráfico intracelular. Para ello, se han utilizado 
péptidos que forman “coiled coil” para funcionalizar liposomas cargados con siRNA 
(Figura 2.b). Los péptidos de las vesículas modificadas se unen a la membrana celular 

b. Fusión de membranas a. Proteínas carrier 

d. Lípidos catiónicos conmutables e. Estearosomas 

Membrana plasmática 

c. Ingeniería de NPs lipídicas  
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por medio de un anclaje al colesterol y son posteriormente internalizadas por 
endocitosis. Finalmente, los oligonucleótidos se liberan al citosol, dando lugar al 
silenciamiento o a la recuperación de la expresión génica.37 

Una nueva estrategia combina la fusión bio-ortogonal de liposomas, la “química clic” y 
la ingeniería de la superficie celular para lograr una transfección rápida y eficaz de ácido 
nucleicos (Figura 3).               

Figura 3. Esquema de la estrategia combinada de fusión de liposomas, química bio-
ortogonal e ingeniería de la superficie celular para la transfección selectiva de ácidos 
nucleicos en células. Adaptado de O’Brien et al.38  

Consiste en la instalación de una molécula bio-ortogonal en la superficie de una célula 
mediante la fusión de liposomas de nanopartículas, mientras que el grupo funcional 
complementario se asocia con un ácido nucleico para que se produzca la transfección 
inducida por química clic.38 

4.1.2 Ingeniería de nanopartículas lipídicas 

Las nanopartículas lipídicas pueden ser modificadas mediante mezclas de distintos 
lípidos en las que tanto el método de síntesis como la composición pueden mejorar su 
administración, biodistribución y propiedades superficiales. Las nanopartículas más 
eficientes están formadas por cuatro tipos de lípidos: un lípido ionizable, un lípido 
ayudante, PEG (polietilenglicol) y colesterol. 39 

Entre ellos, los lípidos catiónicos conmutables (materiales lipídicos basados en cambios 
conformacionales dependientes del pH) son óptimos para la administración de siRNA 
mejorando el escape endosomal de las nanoformulaciones. Esto es debido a que cuando 
el interruptor conformacional es activado por el pH ácido, cambia la orientación de las 
cadenas de hidrocarburos promoviendo el escape endosomal y permitiendo la 
liberación citosólica de la carga terapéutica (Figura 2.d).40 

Vector que introduce 
modificación  en 
superficie celular  

Unión célula bioortogonal-
vector con ácidos nucleicos 

Célula 
bioortogonal  

Célula transfectada 
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4.1.3 Exosomas 

Los exosomas son vesículas extracelulares sintetizadas por las células que pueden 
comportarse como trasportadores de ácidos nucleicos y proteínas.  Aunque no tengan 
un origen sintético, su producción y propiedades pueden ser modificadas siguiendo 
distintas estrategias para aplicarlos en el diagnóstico y tratamiento de distintas 
enfermedades.  

 

Figura 4.  Estrategia para la generación de exosomas con la superficie modificada. 
Adaptado de Lee et al. 41  

Como se observa en la Figura 4, se ha desarrollado un método de ingeniería de vesículas 
extracelulares en el que se introducen en la membrana celular lípidos modificados con 
azida mediante liposomas fusogénicos. De esta manera, los exosomas producidos por 
las células incluyen los “azide-lipid” en su superficie y son capaces de funcionalizarse con 
péptidos diana de forma selectiva mediante uniones basadas en química clic.41 No 
obstante, aunque los exosomas contengan propiedades útiles para la transfección y un 
gran potencial terapéutico, al ser producidos por células, su producción a gran escala 
continúa siendo un reto.  

4.1.4 Estearosomas 

Los estearosomas son liposomas catiónicos ricos en esteroles y estearilamina que 
surgen como alternativas más estables a los liposomas fosfolipídicos puesto que son más 
resistentes a la oxidación e hidrólisis. Los estearosomas han sido utilizados para la 
administración de siRNA para regular la expresión de la proteína nogina. Por ejemplo, el 
desarrollo de estos estearosomas cargados con un siRNA que es inhibidor del gen NOG 
(codificante de nogina) constituye un eficaz método de inhibición de genes reguladores 
de la osteogénesis (Figura 2.e). 42 

4.2 Polímeros y dendrímeros  

Los polímeros sintéticos son macromoléculas formadas por múltiples unidades 
repetitivas llamadas monómeros y se caracterizan por su alto peso molecular. Han 
resultado ser prometedores para la transfección génica gracias a una versatilidad 
estructural que les permite el reconocimiento y la translocación a través de la 
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membrana, sumado a la posibilidad de su producción a gran escala. Se han diseñado 
polímeros que son capaces de desensamblarse selectivamente en respuesta a cambios 
de pH, a agentes reductores y enzimas (“smart delivery”). 

4.2.1 Liberación de genes desde partículas poliméricas mediado por el pH 

El diseño de polímeros biocompatibles puede incluir grupos funcionales (tales como 
hidrazonas o esteres) capaces de degradarse selectivamente a un pH concreto (grupos 
pH-sensibles). Suelen ser grupos funcionales estables a pH fisiológico 7.4 (asegurando la 
biodistribución) que se degradan a un pH ácido (microambiente tumoral o lisosomas) y 
liberan la carga terapéutica de forma selectiva. En el campo de “gene delivery”, se han 
desarrollado nanopartículas poliméricas que penetran eficazmente en los tumores. En 
un trabajo reciente, se diseñó un sistema compuesto por un polímero PEGilado con una 
característica ultra pH-sensible (pKa cercano al pH endosomal) y un péptido penetrante 
de tumores iRGD (Figura 5). Este sistema responde a pequeños cambios de pH y produce 
el desembalaje para la liberación del siRNA al citoplasma in vivo que inhibe el 
crecimiento tumoral mediante el silenciamiento génico. 43 

 

Figura 5.  Esquema general del diseño de una nanopartícula polimérica cuya carga 
genética se libera de manera eficiente en el entorno lisosomal por la disrupción de grupos 
pH-sensibles. Adaptado del trabajo de Montenegro et al. 18 

4.2.2 Liberación de genes desde partículas poliméricas mediado por reacciones 
redox 

Otro método para la liberación selectiva de ácidos nucleicos en formulaciones 
poliméricas es la rotura selectiva del enlace disulfuro en polímeros capaces de 
desensamblarse en un entorno citosólico reductor como en el microambiente tumoral. 

En un trabajo reciente, se ha empleado el disulfuro de la polietilenimina (PEI), mediante 
la funcionalización del ligando Zn-DDAC, se transformó en un vector eficaz y seguro para 
las células aumentando la afinidad por el DNA, la unión a la membrana y la eficacia de 
transfección del PEI. El DNA es condensado por Zn-PD y el polímero formulado presenta 
una buena captación celular gracias a la gran afinidad entre el ligando coordinado con 
Zn y los componentes fosforilados. Una vez en el citoplasma, el DNA se libera de forma 
controlada por la disociación del polímero a través de la rotura de enlaces disulfuro 
desencadenada por el glutatión transferasa (GSH) (Figura 6).44 
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Figura 6.  Esquema del sistema de entrega mediante la funcionalización del ligando Zn-
DDAC. El DNA es condensado mediante Zn-PD y dentro del citoplasma, el DNA es liberado 
por la disociación del complejo desencadenado por GSH, lo que facilita una alta eficiencia 
de transfección. Adaptado del trabajo de Liu, S. et al. 44  

En una estrategia distinta, se desarrolló un sistema de entrega con CRISPR-Cas9 in vivo 
para una edición dirigida del genoma (Figura 6). Los plásmidos CRISPR-Cas9 fueron 
compactados con polímeros fluorados PF33 para la formación del núcleo cubierto por 
el polímero funcional RRPH formado por PEG, HA y péptido en tándem R8-RGD para 
crear un virus artificial RRPHC (multifunctional nucleus-targeting “core-shell” artificial 
virus). El PF33 proporcionó al virus una mayor capacidad de escape endosomal y una 
alta eficacia de transfección mientras el RRPH mejoró su estabilidad y capacidad de 
penetración. Una vez alcanzado el citoplasma, el polímero fue degradado 
selectivamente por la hialuronidasa, sobreexpresada en entornos tumorales, 
permitiendo la administración de plásmidos grandes in vivo.45  

4.2.3 Dendrímeros 

Los dendrímeros son polímeros sintéticos versátiles y tridimensionales que presentan 
estructuras regulares bien definidas y muy ramificadas. Su tamaño y geometría pueden 
ser controlados específicamente en su síntesis lo que les permite ser utilizados como 
vectores génicos.  
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Entre ellos, destacan las propiedades de una serie de fluorodendrímeros de bajo peso 
molecular con una transfección eficaz, buena estabilidad sérica y toxicidad mínima 
(Figura 7). Estos dendrímeros de poli(amidoamina) (PAMAM) perfluorados son capaces 
de condensar el DNA plasmídico en proporciones muy bajas de nitrógeno-fósforo, 
reduciendo su carga positiva, disminuyendo la toxicidad y aumentando la eficacia de la 
transfección. Además, a diferencia de los lípidos convencionales, las cadenas de 
fluorocarbono son doblemente hidrofóbicas y lipofóbicas. Esta propiedad disminuye la 
interacción con las membranas y aumenta su capacidad de penetrar en los tejidos.43  

Figura 7.  Esquema representativo de la estructura de los polimeros fluorocarbonados. 
Adaptado del trabajo de Wang et al. 43  

4.3 Proteínas Carrier 

Las nanopartículas proteicas están formadas por biomoléculas que presentan 
propiedades como la biodegradabilidad, una mayor estabilidad durante su 
biodistribución in vivo y la posibilidad de controlar su tamaño.46 Estas características 
permiten que sean utilizadas como vehículos proteicos para la protección y transporte 
de los oligonucleótidos. De hecho, la encapsulación de ácidos nucleicos en proteínas es 
una estrategia extendida en la naturaleza (Figura 2.a).  

4.3.1 Partículas “virus-like” (VLPs).  

Las VLPs son pequeñas partículas esféricas altamente organizadas que se 
autoensamblan a partir de antígenos estructurales derivados de los virus. Además de 
ser estables y muy versátiles son capaces de inducir respuestas del sistema inmune sin 
causar infección puesto que no contienen el material genético del virus.47 

Un caso particular que resulta del interés es el gen neuronal Arc que codifica una 
proteína capaz de autoensamblarse en cápsides similares a las de los virus para 
encapsular RNA. Las cápsides de Arc purificadas son endocitadas por las neuronas y 
tienen la capacidad de transferir el mRNA de Arc al citoplasma (Figura 8).48 
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Figura 8.  Esquema representativo del sistema Arc para la transferencia de mRNA entre 
neuronas. Adaptado de Pastuzyn et al. 48  

Además, las partículas virus-like son capaces de empaquetar y liberar DNA exógeno en 
células humanas para la expresión génica. En una estrategia de encapsulación in vivo de 
DNA, se utilizaron partículas virus-like de JCV (John Cunningham Virus) para inhibir la 
proliferación de células de cáncer de colon en un modelo de ratón. La estrategia 
terapéutica se ha basado en la transferencia de un gen suicida que inhibió el crecimiento 
tumoral en ratones.49 

4.3.2 Proteínas de unión al RNA 

Los dominios de unión a RNA de doble cadena (dsRNA) son comunes en una gran 
variedad de proteínas pudiendo ser utilizadas para la protección y administración de 
siRNA (Figura. 1a).   

Se ha desarrollado un método de administración de siRNA mediante una proteína de 
fusión con dominio unión a siRNA (PTD-DRBD) y otro de transducción peptídica. Las 
proteínas DRBD se unen a los siRNA enmascarando la carga negativa del ácido nucleico 
y permitiendo la captación celular mediada por receptor. Estos sistemas han logrado 
inducir rápidas respuestas terapéuticas incluso en células difíciles de transfectar como 
células T, HUVECs y hESCs sin generar citotoxicidad.50 

4.3.3 Potenciadores de la biodisponibilidad 

Los grandes complejos proteicos con carga genética formados por la fusión de proteínas 
específicas a un ácido nucleico eluden el aclaramiento renal prolongando su semivida y 
mejorando la farmacocinética. Por ejemplo, la unión de nucleótidos a anticuerpos o a 
albúmina aumenta la biodisponibilidad de los siRNA.  

Recientemente se han modificado siRNA con lípidos (siRNA-L2) que mejoran la unión del 
ácido nucleico a la albúmina in situ y se aplican a la terapia oncogénica. Al comparar el 
siRNA no modificado con el siRNA-L2, este último presentó una eliminación renal menor, 
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una semivida 6 veces mayor, una biodisponibilidad significativamente mayor y una 
captación del 99% de las células tumorales.  Por lo tanto, un siRNA modificado 
transportado por la albúmina endógena da lugar a propiedades farmacocinéticas 
mejoradas que se traducen en una mayor cantidad y homogeneidad de la acumulación 
tumoral.51 

4.4 Nanopartículas y nanotubos de carbono  

El uso de partículas inorgánicas comenzó en los años 70 con el transporte de plásmidos 
y a partir de entonces las nanopartículas han evolucionado drásticamente logrando 
mejoras significativas en sus características y funciones.  

Actualmente las nanoestucturas de carbono tienen aplicaciones prometedoras como 
herramientas diagnósticas y terapéuticas. La modificación del tamaño y superficie de 
estas partículas mejora su toxicidad por lo que las modificaciones químicas son 
fundamentales para optimizar sus propiedades biológicas.  

Para su aplicación como vectores sintéticos, estos nanotubos pueden modificarse 
covalentemente mediante la incorporación de oligoetilenglicol (que contiene aminas 
terminales para la unión del DNA). Se ha observado que los nanotubos de carbono 
funcionalizados con este grupo funcional son capaces de asociarse con DNA plasmídico 
mediante interacciones electrostáticas y atravesar las membranas celulares. Además, el 
DNA plasmídico asociado a nanotubos penetra en las células de manera eficaz, 
observando niveles de expresión génica 10 veces más altos que los obtenidos con el DNA 
no asociado (Figura 9.a).52 

 

Figura 9.  Estrategias de delivery de ácidos nucleicos con nanoestructuras de carbono. 

En otro trabajo, se sintetizaron una serie de dendrones que contenían grupos amonio o 
guanidina en sus terminaciones. La funcionalización de los nanotubos se realizó 
mediante modificaciones covalentes. Los nanotubos modificados mediante amidación 
fueron más eficientes en la complejación del siRNA en comparación con los 
funcionalizados mediante química click. Por último, se concluyó que los derivados de 
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amonio presentaban la mejor captación de siRNA y silenciamiento de genes. Asimismo, 
la baja toxicidad de estos derivados sugiere una prometedora relevancia como sistema 
de liberación de genes.53 

Alternativamente a las modificaciones covalentes, las interacciones hidrofóbicas entre 
los nanotubos de carbono y los lípido-PEG producen una estabilización de los nanotubos 
permitiendo su funcionalización a través de enlaces disulfuro con el siRNA. Además, 
dado que la biodistribución de los nanotubos está influenciada tanto por su anchura 
como por su longitud, estas propiedades pueden usarse para la liberación selectiva de 
genes en tipos celulares o tejidos concretos. Se ha demostrado que los nanotubos de 
carbono rígidos y flexibles puede acortarse mediante métodos de oxidación 
aumentando así su hidrofilicidad, lo que mejora su dispersión y finalmente incrementa 
la internalización celular.54 

Otro tipo de nanoestructuras de carbono empleadas en gene delivery son los fullerenos 
catiónicos, como el tetra(piperazino)fullereno. Estas moléculas son capaces de 
condensar el DNA de doble cadena para mejorar su internalización en la célula. Además, 
su naturaleza hidrófoba permite a los fullerenos formar un complejo estable con el DNA 
y evitar la digestión por las nucleasas con una baja toxicidad.55 Finalmente, los 
nanodiamantes son alótropos de carbono biocompatibles que tienen la capacidad de 
formar complejos con ácidos nucleicos cuando son decorados con aminas o polímeros 
catiónicos (Figura 5b). Tanto sus propiedades fisicoquímicas como su biocompatibilidad 
y escasa citotoxicidad permiten su aplicación para la liberación de genes. Estos entran 
en las células por medio de la endocitosis y logran escapar mediante la desestabilización 
de la membrana endosomal. Una vez en el citosol liberan el gen trasportado (Figura 
9.b).56 

4.5 Nanopartículas metálicas: nanopartículas de oro en gene delivery 

Las nanopartículas metálicas y su biocorona proteica son objeto de investigación desde 
hace tiempo en el campo de la nanotecnología. Algunas de las ventajas para su 
aplicación en medicina son la facilidad para controlar sus propiedades fisicoquímicas 
(tamaño, forma y carga), su capacidad de respuesta a estímulos externos y la 
accesibilidad en la funcionalización de su superficie con moléculas bioactivas. En la 
actualidad se emplean varios métodos sintéticos para generar estas partículas con 
propiedades bien definidas.  

El método de funcionalización más empleado de nanopartículas de oro con ácidos 
nucleicos se realiza a través de un enlace tiol-oro. Para lograr la entrega de siRNA a 
tumores sólidos se han desarrollado nanopartículas de oro ensambladas a un complejo 
de polímeros (uPIC-AuNP) mediante un proceso de ensamblaje que consta de dos pasos: 
primero la formación de uPIC a partir de moléculas de siRNA terapéutico y el catiómero 
en bloque, el péptido RGD cíclico (cRGD) y posteriormente la decoración  superficial de 
una nanopartícula de oro (AuNP) de 20 nm con uPICs. La nanopartícula metálica 
resultante logró la unión selectiva a células cancerosas. La nanopartícula (cRGD-uPIC-
AuNP) logró una capacidad de silenciamiento génico significativamente mayor en el 
tumor HeLa subcutáneo gracias a la selectividad del ligando.57 
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De forma alternativa se ha descrito una combinación de terapia génica, farmacológica y 
fototerapéutica para el tratamiento del cáncer de colon. Se incrustaron nanopartículas 
de oro en hidrogeles mezclando nanorods de oro decorados con bevacizumab y el 
péptido TCP-1 dirigido contra el cáncer colorrectal junto con nanoesferas de oro 
cubiertas con siRNA (Figura 10). Las nanopartículas esféricas se utilizaron para 
administrar siRNA para silenciar la expresión del oncogen Kras, mientras que los 
nanorods provocan la liberación del agente quimioterapéutico, así como un daño celular 
inducido térmicamente. Esta terapia combinada logró la remisión completa del cáncer 
de colon no resecado en un modelo de ratón y a la ausencia de recidiva cuando se aplica 
tras la resección tumoral.58 

 

Figura 10.  Esquema de la terapia local de triple combinación para el tratamiento del 
cáncer de colon. a. Nanorods de oro junto con fármacos y nanoesferas de oro cubiertas 
por siRNA incrustados en hidrogeles para su administración local. b,c. Imágenes de 
nanorods y nanoesferas de oro obtenidas mediante microscopios electrónicos de 
transmisión. Adaptado del trabajo de Conde et al. 58  

 

5 Aplicación clínica de la terapia génica: el caso de las terapias CAR-T 

5.1 Terapia de células CAR-T 

Entre las aplicaciones clínicas de la terapia génica, la terapia de células T con receptores 
quiméricos de antígenos (CAR-T) ha demostrado ser una estrategia revolucionaria, ya 
que produce respuestas clínicas extraordinarias principalmente en neoplasias 
hematológicas como la leucemia linfocítica aguda de células B, el linfoma no Hodgkin y 
el mieloma múltiple.59 

Los CAR son receptores sintéticos que permiten a los linfocitos T reconocer y eliminar 
las células que expresen un antígeno diana específico sin procesamiento ni presentación 
de antígenos. La unión de los CAR a los antígenos expresados en las células diana es 
independiente del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) lo que da lugar a una 
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activación general de las células T y a una potente respuesta antitumoral. Esta terapia 
se basa en el aislamiento de linfocitos T de la circulación para posteriormente 
modificarlos genéticamente ex vivo con el fin de que expresen los CAR y permitiendo de 
esta forma a los linfocitos T reconocer las células diana cancerosas.60 

La producción de células CAR-T requiere varios pasos. Primero, mediante la leucoféresis, 
se extraen leucocitos de la sangre periférica del paciente o del donante y 
posteriormente se lleva a cabo un aislamiento y separación de las células T. A 
continuación, es necesario realizar un cultivo in vitro de los linfocitos T aislados para 
activarlos. Este proceso requiere entre otros, células presentadoras de antígenos (APC) 
o anticuerpos anti-CD3 en combinación con factores de crecimiento como la IL-2 que 
induce un rápido crecimiento de las células T. En la práctica clínica, los CAR se codifican 
gracias a vectores virales que guían el RNA para que se transcriba inversamente en DNA 
y pueda integrarse en el genoma de las células T cultivadas. Durante el proceso de 
activación, el vector viral es eliminado del cultivo. Los vectores que se utilizan con más 
frecuencia son los lentivirales debido a que tienen un perfil de lugar de integración 
seguro. Posteriormente, las células CAR-T son sometidas a una amplia expansión in vitro 
y una vez alcanzan el número necesario para los usos clínicos, el paciente recibe 
quimioterapia linfodeplectora para dejar espacio a las células CAR-T. Finalmente, estas 
son reinfundidas en el paciente y proliferan rápidamente para generar respuestas 
inmunitarias antitumorales in vivo (Figura 11).59,61 
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Figura 11.  Esquema de la terapia con células CAR-T. Las células T de un paciente se 
modifican para que sean capaces de unirse a las células cancerosas y las eliminen. Se 
extraen los leucocitos, incluidas las células T, de la sangre de una vena periférica del 
paciente. A continuación, el gen del CAR se inserta en las células T in vitro y se cultivan 
millones de células CAR-T que posteriormente se administran al paciente mediante 
infusión. Estas células son capaces de unirse a un antígeno de células cancerosas y 
destruirlas. 62  

5.2  Las terapias CAR-T aprobadas para uso clínico 

La terapia de células CAR-T ha revolucionado el tratamiento de las neoplasias 
hematológicas y desde 2017 seis productos han sido aprobados por la FDA: 
tisagenlecleucel (Kymriah; Novartis), axicabtagene ciloleucel (Yescarta; Gilead), 
brexucabtagene autoleucel (Tecartus; Gilead), lisocabtagene maraleucel (Breyanzi; 
Bristol Myers Squibb), idecabtagene vicleucel (Abecma; Bristol Myers Squibb y Bluebird 
Bio), y ciltacabtagene autoleucel (Carvykti; Legend y Janssen). 

- Tisagenlecleucel (Kymriah; Novartis Pharmaceuticals). Es una inmunoterapia 
autóloga de células T modificadas genéticamente y dirigidas frente a CD19 y en 30 
de agosto de 2017 se convirtió en la primera terapia de células CAR-T aprobada por 
la FDA. Fue aprobada para tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda (LLA) 
precursora de células B refractaria en segunda o posteriores recaídas de pacientes 
de hasta 25 años. En el estudio ELIANA la tasa de remisión completa fue del 63% 
(ERM <0,01%) y el síndrome de liberación de citoquinas junto con los 
acontecimientos neurológicos fueron los efectos adversos graves notificados.63,64 
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- Axicabtagene ciloleucel (Yescarta; Gilead). Consiste en un tratamiento autólogo con 
células CAR-T anti-CD19 que está aprobado desde octubre de 2017 por la FDA en 
pacientes adultos con linfoma de células B grandes en recaída o resistente al 
tratamiento que hayan recibido al menos dos tratamientos sistémicos previos. En el 
estudio ZUMA-1, la tasa de remisión completa fue del 51% y el síndrome de 
liberación de citoquinas y las toxicidades neurológicas se produjeron en el 94% y el 
87% de los pacientes respectivamente. 65,66 

- Brexucabtagene autoleucel (Tecartus; Gilead). Es una terapia de células CAR-T de 
segunda generación dirigida a CD19 y aprobada en julio de 2020 para el linfoma de 
células del manto (LCM) en recaída o refractario (R/R). La aprobación se basó en el 
ensayo de fase II ZUMA-2 y mostró una tasa de respuesta completa del 67%. Sin 
embargo, se asocia a una gran toxicidad de gravedad variable afectando a múltiples 
sistemas. Los acontecimientos adversos más frecuentes fueron las citopenias (94%). 
Estas incluyen la neutropenia (85%), trombocitopenia (51%) y anemia (50%). El 
síndrome de liberación de citoquinas se produjo en el 62 % de pacientes y el 63% 
experimentó eventos neurológicos.67,68 

- Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi; Bristol Myers Squibb). Es un producto de 
células CAR-T de segunda generación dirigido contra la proteína de superficie CD19. 
Desde febrero de 2021 está aprobado para el tratamiento del linfoma de células B 
grandes en recaída o refractario tras dos líneas de tratamiento y se está evaluando 
para el tratamiento de otros linfomas de células B. La aprobación se basa en el 
ensayo TRANSCEND con una tasa de respuesta completa del 53%. Los 
acontecimientos adversos más frecuentes del tratamiento fueron la neutropenia 
(63%), anemia (48%), fatiga (44%) y síndrome de liberación de citoquinas (42%).69,70 

- Idecabtagene vicleucel (Abecma; Bristol Myers Squibb y Bluebird Bio). Se trata de 
una nueva terapia de células CAR-T dirigida contra el antígeno de maduración de 
células B (BCMA). Ha mostrado actividad clínica con los efectos tóxicos esperados en 
pacientes con mieloma múltiple recidivante y refractario en el ensayo KarMMa 
obteniendo recientemente la aprobación de la FDA. Se observó una respuesta 
completa o mejor en 1 de 4 pacientes (25%), en 20 de 70 pacientes (29%) y en 21 de 
54 pacientes (39%). Los efectos tóxicos más frecuentes entre los pacientes tratados 
fueron neutropenia (91%), anemia (70%) y trombocitopenia (63%). Además, se 
notificó síndrome de liberación de citoquinas (84%) y se desarrollaron efectos 
neurotóxicos en el 18% de los pacientes.71 

- Ciltacabtagene autoleucel (Carvykti; Legend y Janssen). Es el segundo producto de 
células CAR-T anti-BCMA aprobado después de idecabtagene vicleucel para tratar a 
pacientes con mieloma. Consiste en una terapia de células CAR-T que expresa dos 
dominios de unión únicos dirigidos al BCMA que demostró excelentes respuestas en 
pacientes muy pretratados con mieloma múltiple en recaída/refractario en el 
estudio CARTITUDE-1 por lo que fue aprobado por la FDA el 28 de febrero de 2022. 
La tasa de respuesta global fue del 98% y un 80% de los pacientes alcanzaron una 
respuesta completa estricta. Los acontecimientos adversos hematológicos fueron 
frecuentes: neutropenia (95%), anemia (68%), leucopenia (61%), trombocitopenia 
(60%) y linfopenia (50%). El síndrome de liberación de citocinas se produjo en el 95% 
de los pacientes y neurotoxicidad por células CAR-T en el 21%.72–74 

5.3 El uso de vectores no virales en estrategias CAR-T 
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Hasta el momento, la producción de células CAR-T se ha basado principalmente en 
vectores virales, no obstante, tienen varias desventajas que incluyen la mutagenicidad, 
los altos costes de fabricación y un gran porcentaje de efectos adversos. Por lo tanto, 
el desarrollo de métodos alternativos basados en vectores sintéticos es de gran interés 
para reemplazar la transducción viral en la terapia de células T. Aunque el uso de 
vectores no virales haya sido desarrollado sobre todo para la administración de 
fármacos in vivo, en la actualidad está siendo evaluado para la ingeniería de células T ex 
vivo. 75 

Durante mucho tiempo se pensó que las células en suspensión eran refractarias a la 
transfección mediante vectores no virales por su pobre captación endocítica y su 
incapacidad para escapar de los endosomas. Sin embargo, las mejoras en el diseño de 
dichos vectores han arrojado algunos resultados alentadores. Los 
nanotransportadores lipídicos y poliméricos han demostrado su aplicabilidad para 
moléculas efectoras como proteínas, mRNA, pDNA y siRNA. A continuación, se 
discutirán los transportadores y su uso para transfectar células T in vitro.25,76 

5.3.1 Nanopartículas lipídicas en terapias CAR-T 

Las nanopartículas lipídicas son uno de los métodos no virales que más se han utilizado 
para la transfección de ácidos nucleicos y se han investigado recientemente para la 
terapia de células T.  Los trabajos publicados sobre las células T ex vivo se han centrado 
en mejorar la entrega al citosol, por ejemplo, por medio de la funcionalización con 
sustancias diana para unirse mejor a las membranas celulares y favorecer la captación 
endocítica. También se han tratado de optimizar los transportadores lipídicos 
mediante la incorporación de materiales que facilitan el escape endosomal hacia el 
citoplasma.77 

Recientemente, Billingsley et al utilizaron lípidos ionizables para la entrega de mRNA en 
células T humanas para la producción de células CAR-T. Los resultados mostraron una 
reducción de la citotoxicidad en más de la mitad en comparación con la electroporación 
(ensayo CellTiter-Glo), demostrándose niveles comparables de expresión de CAR y la 
misma capacidad de destrucción tumoral. Las nanopartículas lipídicas son capaces de 
condensar ácidos nucleicos grandes protegiéndolos de la degradación de las nucleasas, 
lo que mejora la capacidad de transfección de las células T. Otra ventaja es la fabricación 
accesible de las nanopartículas lipídicas. Sin embargo, solo un escaso número de 
informes han examinado su aplicación en las células T ex vivo, por lo que es necesario 
un análisis adicional de su inmunogenicidad y eficacia. Además, para promover la 
endocitosis de las nanopartículas lipídicas se requiere la estimulación de las células T, lo 
que aumenta el riesgo de su diferenciación terminal.78 

5.3.2 Nanopartículas poliméricas en terapias CAR-T 

A pesar de la extensa investigación de los nanotransportadores poliméricos catiónicos 
como formulaciones no virales para la administración de genes, su aplicación en la 
terapia de células T ha permanecido inexplorada durante mucho tiempo. 
Recientemente se ha examinado la polietilenimina (PEI), uno de los agentes de 
transfección polimérica más popular, para la ingeniería de células T. Xie et al, mediante 
conjugados de transferrina-PEI, administraron de manera efectiva siRNA en células T 
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humanas activadas logrando un silenciamiento >50%. Los receptores de transferrina se 
expresaron después de que las células T se activarán permitiendo que las nanopartículas 
poliméricas fueran endocitadas mediante los receptores. Posteriormente se produjo la 
transfección de siRNA y el consiguiente silenciamiento.79 

Aunque en comparación con las nanopartículas lipídicas, las nanopartículas poliméricas 
no estén tan desarrolladas en la práctica clínica, son prometedoras como vehículos no 
virales en la ingeniería de las células T ex vivo. Tienen una serie de ventajas que incluyen 
la biocompatibilidad, la adaptabilidad química y una prolongada vida útil. Estos 
nanotransportadores también tienen la capacidad de transfectar un número 
considerable de células T simultáneamente, son fáciles de usar, económicos y presentan 
una menor toxicidad que las nanopartículas lipídicas. Sin embargo, los vectores 
poliméricos se limitan a la transfección de ácidos nucleicos lo que dificulta su uso para 
la administración de otras moléculas efectoras como las proteínas. Además, en general, 
es necesaria la estimulación de las células T para lograr la captación eficiente del 
transportador y aún se desconocen sus efectos sobre la funcionalidad de las células T.80 
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6 Conclusiones 

1. Los vectores virales presentan desventajas como la inmunogenicidad y una 
disminuida capacidad de carga que obligan a buscar enfoques de transfección no 
virales. 

2. Las mejoras en los métodos sintéticos de biomateriales han permitido 
desarrollar una gran variedad de vectores no virales para la administración de 
genes que han resultado ser muy prometedores para el futuro de la 
nanomedicina y la terapia génica.  

3. A pesar de los grandes avances de la última década en la producción de 
nanomateriales sintéticos para la transfección de células, aún deben superarse 
importantes obstáculos para poder ampliar su uso en futuras aplicaciones 
terapéuticas.  

4. La terapia CAR-T ha obtenido resultados excepcionales en el tratamiento de las 
neoplasias hematológicas, aunque los productos aprobados no están exentos de 
efectos adversos.  

5. Para hacer frente a las desventajas de los vectores virales en la producción de 
las células CAR-T se están desarrollado tecnologías de transfección no virales 
como los nanotransportadores lipídicos y poliméricos. 

6. El uso de nanopartículas poliméricas y lipídicas como vectores virales para la 
transfección de las células es limitado debido a la necesidad de estimulación de 
las células T. 
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