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RESUMEN

Este trabajo aborda el uso de la nanomedicina en el desarrollo de terapias
celulares, con especial énfasis en las células CAR-T. Las terapias
convencionales, como la modificacion genética de linfocitos T, han mostrado
eficacia en el tratamiento de cancer, pero dependen de vectores virales, lo que
conlleva riesgos de mutagénesis y altos costos. La nanomedicina, mediante el
uso de nanoparticulas, ofrece una alternativa no viral para la transduccién
geénica, permitiendo la expresion de receptores CARs en linfocitos T con menor
riesgo de efectos secundarios y mejorando la reproducibilidad del proceso.
Ademas, la tecnologia CRISPR/Cas9 ha revolucionado la modificacion genética
al permitir ediciones precisas en el genoma, optimizando las terapias CAR-T y
acelerando su evolucién desde sus primeros enfoques en los afios 90. Este
avance no solo mejora la seguridad y eficiencia de las terapias, sino que también
abre nuevas posibilidades para tratar el cancer y otras enfermedades. La
integracion de la nanomedicina y la herramienta CRISPR/Cas9 representa un
paso importante hacia una medicina personalizada y mas accesible.

Palabras clave: Nanomedicina, terapias celulares, CAR-T, vectores virales,
CRISPR/Cas9.

ABSTRACT

This review addresses the use of nanomedicine in the development of cell
therapies, with a particular emphasis on CAR-T cells. Conventional therapies,
such as the genetic modification of T lymphocytes, have shown efficacy in cancer
treatment but rely on viral vectors, which carry risks of mutagenesis and high
costs. Nanomedicine, through nanoparticles, offers a non-viral alternative for
gene transduction, enabling the expression of CAR receptors in T lymphocytes
with a lower risk of side effects and improving the reproducibility of the process.
Additionally, CRISPR/Cas9 technology has revolutionized genetic modification
by allowing precise genome editing, optimizing CAR-T therapies and accelerating
their evolution since their early approaches in the 1990s. This advancement not
only improves the safety and efficiency of therapies but also opens new
possibilities for treating cancer and other diseases. The integration of
nanomedicine and the CRISPR/Cas9 tool represents an important step toward
personalized and more accessible medicine.

Keywords: Nanomedicine, cell therapies, CAR-T, viral vectors, CRISPR/Cas9.



1. Introduccion. Impacto de la nanotecnologia en la medicina

La nanotecnologia ha transformado significativamente el ambito de la medicina
al proporcionar soluciones innovadoras para el diagndstico, monitorizacion,
tratamiento y prevencion de diversas enfermedades. La incorporacion de
nanomateriales en este campo ha impulsado avances sustanciales en la
administracion dirigida de farmacos, la medicina regenerativa y las terapias
celulares.’

En el ambito de la farmacologia, el empleo de nanomateriales como liposomas,
nanoparticulas poliméricas o metalicas ha mejorado la biodisponibilidad y
toxicidad sistémica de los farmacos. ? Estos avances han sido particularmente
relevantes en el tratamiento del cancer, donde los nanosistemas disefiados para
la terapia oncoldgica permiten la administracion controlada y dirigida de los
agentes terapéuticos. Esto es posible gracias a la funcionalizacién de los
nanotransportadores con biomoléculas especificas, lo que facilita su
internalizacion en las células diana y optimiza la eficacia terapéutica.?

En el campo de la medicina regenerativa, la nanotecnologia ha supuesto un
progreso significativo en la ingenieria de tejidos, cuyo objetivo principal es la
reconstruccion de estructuras dafiadas mediante la creacion de tejidos autologos
in vitro. Este proceso requiere la combinacién de tres elementos esenciales:
biomoléculas activas, células especificas y andamios biocompatibles. No
obstante, uno de los principales desafios de las técnicas convencionales radica
en la replicacion precisa del microambiente tisular. # En este contexto, los
nanomateriales mejoran las propiedades de los andamios, mejorando su
biocompatibilidad, conductividad eléctrica y capacidad de inducir Ila
diferenciacion celular. Asi, los andamios nanoestructurados imitan la matriz
extracelular, favoreciendo la adhesién y proliferacién celular y optimizando la
regeneracion tisular. °

Por otro lado, la nanotecnologia desempena un papel fundamental en el
desarrollo de terapias celulares. La utilizacion de sistemas de encapsulacion
basados en nanomateriales ha permitido la manipulacién de células con el
proposito de potenciar su eficacia terapéutica.® En la actualidad, diversas
nanoparticulas (NP) han sido aprobadas por IlaFood and Drug
Administration (FDA) para su aplicacion en el rastreo celular mediante técnicas
de imagen, como la resonancia magnética (MRI). Un ejemplo destacado son las
nanoparticulas de oOxido de hierro, como Feridex y Resovist, utilizadas
principalmente para el rastreo hepatico. Esta estrategia representa una
herramienta fundamental para evaluar la seguridad y eficacia de las terapias
celulares, consolidando el papel de la nanotecnologia como un pilar en la
evolucion de la medicina moderna. 78

Por ultimo, la nanotecnologia ha impulsado el desarrollo y ha mejorado la eficacia
de la ingenieria de células T con receptores CAR-T. Este enfoque representa
una herramienta clave en el desarrollo de terapias personalizadas. ° A lo largo
de este trabajo, se exploraran profundamente sus fundamentos, aplicaciones y
potencial en la medicina de precision.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en analizar el impacto de la
nanomedicina en el desarrollo de terapias celulares, con especial énfasis en su
contribucion a la mejora de la ingenieria de células CAR-T, comparando su
eficacia y seguridad frente a las estrategias tradicionales basadas en vectores
virales.

Esta revision se propone caracterizar los principales nanomateriales utilizados
en terapias celulares, analizar las limitaciones de los vectores virales en la
generacion de células CAR-T y explorar cdmo la nanotecnologia puede mejorar
o sustituir estos métodos mediante una entrega mas segura y eficiente de
material genético. Ademas, se busca comparar estudios relevantes que integran
nanotecnologia en la ingenieria de CAR-T y evaluar su aplicabilidad clinica,
considerando tanto su potencial terapéutico como sus desafios.

3. ¢ Qué es la nanomedicina y cual es su potencial en la inmunoterapia?

La inmunoterapia se fundamenta en la activacion del sistema inmunologico del
paciente para que ataque las células tumorales. Entre las terapias mas
innovadoras, se incluyen las terapias celulares como la terapia con células T
modificadas con receptores de antigeno quimérico (CAR-T) y las células NK
(natural killer), que implican la modificacion ex vivo de células inmunitarias para
mejorar su capacidad de reconocer y destruir células malignas. '° A pesar de los
avances en este campo, la tasa de respuesta de los pacientes sigue siendo
relativamente baja. En particular, la nanomedicina ha demostrado un notable
potencial para revolucionar la inmunoterapia, un enfoque cada vez mas
destacado en la lucha contra el cancer.

La nanomedicina es una disciplina emergente dentro de las ciencias biomédicas
que aplica los principios de la nanotecnologia al ambito de la salud, con el
objetivo de diagnosticar, tratar y prevenir enfermedades a nivel molecular y
celular. Esta rama se basa en la manipulacion de materiales y estructuras en
escalas nanométricas (generalmente entre 1 y 100 nanémetros), lo que permite
interactuar con los sistemas biolégicos de manera precisa, dado que estas
dimensiones son comparables al tamafio de las biomoléculas en el cuerpo
humano. '1:12

Entre otras, la nanomedicina puede potenciar la respuesta inmunitaria
antitumoral a través de multiples funciones inmunoestimuladoras. Estas
funciones pueden activarse tanto por inyeccién directa en el tumor como por
acumulacion selectiva en el tejido tumoral tras su administracion intravenosa.
Asi, las nanomedicinas dirigidas especificamente al tumor tienen la capacidad
de fortalecer la inmunidad antitumoral mediante diversos mecanismos, entre
ellos: la induccion de muerte celular inmunogénica, la modificacion del
microambiente inmunologico tumoral mediante la liberacion controlada de
inmunomoduladores, y la eliminacion o reprogramacion de células
inmunosupresoras. '* Asimismo, la nanomedicina puede mejorar la presentacion



de antigenos tumorales a las células presentadoras de antigenos, activar vias
de la inmunidad innata y favorecer la infiltracion de células inmunocompetentes
en el tumor, facilitando asi su interaccion directa con las células cancerosas.’

4. Terapias celulares

4.1 Historia

Las terapias celulares han evolucionado significativamente con los avances
cientificos y tecnologicos. En 1956, los trasplantes hematopoyéticos se
introdujeron como tratamiento para enfermedades hematoldgicas. Este enfoque,
que consistia en trasplantar células madre hematopoyéticas de un donante a un
paciente, abrid nuevas posibilidades terapéuticas para leucemias y linfomas,
marcando el inicio de las terapias celulares y sentando las bases para los
avances en medicina regenerativa y oncoldgica. 516

En los afios 80, la investigacion en terapias celulares dio un salto significativo
con el desarrollo de las células asesinas activadas por linfocinas (LAK) y los
linfocitos infiltrantes de tumor (TIL). Las células LAK, una forma de células NK
generadas ex vivo, fueron de las primeras en utilizarse en inmunoterapia
adoptiva, un enfoque que revolucionaria la forma de tratar el cancer. Por otro
lado, las células TIL, extraidas directamente de los tumores de los pacientes,
demostraron su capacidad para reconocer y atacar células tumorales
especificas, lo que las convirtié en una de las primeras estrategias exitosas para
modificar el sistema inmunoldgico en beneficio de los pacientes con cancer. 17:18

En la década de 1990, los avances cientificos permitieron identificar antigenos
tumorales reconocidos por las células TIL, lo que facilité el desarrollo de terapias
como las vacunas basadas en antigenos tumorales y células dendriticas (DC).
Estas terapias utilizaron el sistema inmune del paciente para destruir células
cancerosas de manera mas precisa, mejorando la eficacia del tratamiento. '8

A principios de los 2000, las terapias CAR-T y TCR-T (células T con receptor de
células T) revolucionaron la terapia celular al modificar genéticamente las células
T para destruir células tumorales especificas. Estas terapias trataron tumores
resistentes a enfoques convencionales, representando un avance disruptivo en
el tratamiento del cancer, especialmente en enfermedades hematoldgicas. 1°

A partir del 2010 se consolidaron las terapias CAR-T. Estas terapias demostraron
una eficacia notable en el tratamiento de leucemias y linfomas, logrando una tasa
de respuesta que no se habia alcanzado con terapias anteriores. La aprobacién
por parte de la FDA de las primeras terapias CAR-T, como tisagenlecleucel
(Kymriah) y axicabtagene ciloleucel (Yescarta), marco un hito en la medicina,
brindando nuevas esperanzas a los pacientes con cancer y abriendo la puerta a
nuevas oportunidades de tratamiento. 1920



4.2 Nanotecnologia en terapias con células madre

En este trabajo, si bien el enfoque principal estara en las CAR-T dado que
representa la terapia celular mas utilizada en la actualidad, es importante
destacar que no es la unica opcién terapéutica que podria verse beneficiada de
mejoras mediante la nanomedicina. Existen otras terapias celulares en las que
la nanomedicina ha desempenado, o podria desempefar un papel fundamental
en su desarrollo y optimizacion. °

La integracion de la nanotecnologia en la terapia celular ha permitido superar
muchas de las limitaciones asociadas a los tratamientos convencionales. Estas
son las aplicaciones mas destacadas: 2’

e Mejora de la entrega de farmacos y genes:

Una de las estrategias mas prometedoras de la nanomedicina en la terapia
celular es la mejora en la administracion de farmacos y material genético. Las
nanoparticulas pueden ser disefladas para transportar estos agentes y de
manera dirigida, aumentar su concentracion en el sitio de accién, evitando la
eliminacion y degradacion prematura del compuesto en el organismo. Este
enfoque resulta especialmente relevante en el tratamiento del cancer y en la
terapia con células madre, donde la administracion localizada de farmacos
puede optimizar los resultados terapéuticos. 22

Ademas, nanoparticulas como las de o6xido de hierro superparamagnético
(SPIONs) han demostrado ser eficaces en el direccionamiento de células madre
hacia sitios especificos del organismo, facilitando su migracion y asegurando su
permanencia en el tejido diana. A su vez, estas NP también pueden ser
empleadas como sistema de transporte de farmacos y funcionalizadas con
moléculas especificas consiguiendo la liberacién controlada de farmacos o
material genético directamente en las células diana, mejorando la eficacia
terapéutica y reduciendo los efectos adversos sistémicos. 822

e Modulacién del microambiente tumoral:

El microambiente tumoral juega un papel crucial en la progresién del cancer y en
la resistencia a los tratamientos. Muchas terapias enfrentan dificultades para ser
efectivas debido a la presencia de un entorno altamente inmunosupresor,
caracterizado por la acumulacion de células mieloides supresoras, macréfagos
asociados al tumor y linfocitos T reguladores.

En este contexto, las nanoparticulas han surgido como una herramienta clave
para reprogramar el microambiente tumoral y hacerlo mas propicio para la accién
del sistema inmunolégico. Se han desarrollado NP capaces de transportar
inhibidores de puntos de control inmunitarios, citoquinas o agentes epigenéticos,
con el fin de revertir la inmunosupresion y promover la infiltracion de células T
citotoxicas en el tumor. De este modo, se mejora la respuesta inmunitaria del
paciente y se potencia la eficacia de las terapias celulares adoptivas, como las
CAR-T y las células NK modificadas. 23



e Sequimiento y monitoreo de células terapéuticas:

Otro aspecto fundamental de mejora en la terapia celular es el poder rastrear y
monitorear el comportamiento de las células terapéuticas una vez han sido
administradas en el organismo. El seguimiento de células madre o inmunitarias
modificadas es crucial para evaluar su biodistribucidn, migracion y persistencia
en el tejido objetivo. Para ello, se han disefiado nanoparticulas con propiedades
radiactivas, opticas y magnéticas que permiten la localizacion y visualizacion en
tiempo real de estas células mediante técnicas avanzadas de imagen, como la
resonancia magnética (MRI) o la tomografia por emision de positrones (PET). 24
Ademas, el uso de NP con capacidad de respuesta a estimulos especificos,
como el pH o la temperatura, permite generar sistemas de liberacién de farmacos
altamente controlados. 25-2¢

e Ingenieria y regeneracion tisular:

En medicina regenerativa, la ciencia de biomateriales y la nanotecnologia se
utilizan para crear andamios tridimensionales que favorecen la proliferacion y
diferenciacion de células madre, ayudando a reparar tejidos dafados. Los
polimeros enriquecidos con NP ofrecen ventajas sobre los tradicionales, como
mayor durabilidad y una interfaz bioactiva, fundamentales para el éxito de las
protesis. °

Esta tecnologia ha mostrado eficacia en la regeneracion de tejidos 0Oseos,
cartilaginosos, cardiacos y neuronales. En el ambito cardiovascular, se utilizan
andamios de carbono y nanofibras poliméricas. En regeneracion cutanea, las
nanofibras de colageno y los hidrogeles han mostrado gran potencial. En
neurociencia, NP gelatinosas con propiedades antibacterianas permiten la
formacion de andamiajes neuronales, facilitando la regeneracion del tejido
nervioso. 2729

5. Nanomedicina aplicada a las terapias CAR-T

Las células CAR-T representan una innovadora estrategia de inmunoterapia
basada en la modificacién genética de los linfocitos T, otorgandoles la capacidad
de expresar un receptor quimeérico de antigeno (CAR) disefiado especificamente
para reconocer un antigeno tumoral. Estas terapias han transformado el
tratamiento del cancer al combinar la especificidad de los anticuerpos con la
capacidad citotoxica de las células T. 3°

5.1 Historia y evolucion de la terapia CART- T

Desde su concepcion, esta estrategia ha evolucionado a lo largo de distintas
generaciones, mejorando su eficacia y aplicabilidad en diversas patologias. 3°

Los primeros desarrollos de CAR-T presentaban limitaciones debido a la falta de
sefales coestimuladoras, lo que afectaba la expansion y persistencia de las
células modificadas. Posteriormente, la incorporacion de dominios
coestimuladores permitio superar estos obstaculos, optimizando la respuesta
terapéutica. Con el tiempo, se han desarrollado versiones mas avanzadas que



incluyen multiples sefiales coestimuladoras e incluso la capacidad de liberar
citoquinas para potenciar la actividad antitumoral. 31-32

Un punto clave en la historia de esta terapia fue la aprobacion de los primeros
tratamientos para neoplasias hematoldgicas refractarias, lo que marco el inicio
de su aplicacion clinica a gran escala. Desde entonces, las terapias CAR-T han
seguido expandiéndose hacia nuevas indicaciones, incluidas enfermedades
autoinmunes y tumores sdlidos. 3
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Figura 1: Linea del tiempo del desarrollo histérico de la terapia con CAR-T. Imagen obtenida de
Uscanga-Palomeque et al. In J Molec Sci, (2023)24, Ref 33

5.2 Proceso de creacion de células CAR-T

El proceso de fabricacién de las células CAR-T dura unas cuatro -cinco semanas
e implica una serie de etapas clave que garantizan la funcionalidad y eficacia
terapéutica de estas células modificadas. 3*

1- Aislamiento y activacién de células T: El primer paso en la generacion

de células CAR-T consiste en la obtencion de linfocitos T a partir de la
sangre periférica del paciente mediante un procedimiento de
leucaféresis. Una vez aisladas, estas células se activan in vitro utilizando
anticuerpos dirigidos contra los correceptores CD3 y CD28, lo que imita la
sefalizacion fisiolégica mediada por las células presentadoras de
antigenos. Esta activacion es fundamental para preparar las células T
para su posterior modificacion genética. 35

Edicion genética de las células T: Como reto futuro, la modificacién
genética de los linfocitos T podria realizarse mediante diversas técnicas,
siendo la tecnologia CRISPR/Cas9 una de las mas avanzadas. Este
sistema emplea la nucleasa Cas9 y un RNA guia (sgRNA) que dirige la
edicidn hacia un sitio especifico del genoma, permitiendo modificaciones
precisas. Esta técnica mejoro la integracion de CD-19 en el locus TRAC
para una mayor eficacia clinica, aumentando la diferenciacién de las

10
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células CAR-T y reduciendo la sefalizacion ionica y la debilidad del CAR
en el microambiente tumoral. 36:37

Transduccién con vectores virales: Para conferir a las células T la
capacidad de expresar el receptor quimérico de antigeno, se emplean
vectores virales, principalmente lentivirus, que introducen el gen CAR en
el genoma de las células T. Estos vectores viricos se producen en células
empaquetadoras, como las células 293T que han sido tranfectadas con
varios plasmidos que codifican los elementos esenciales del vector viral,
incluyendo el transgén CAR, las proteinas de envoltura y las proteinas de
empaquetamiento. Estas células seran las que produzcan los virus
recombinantes que luego se emplearan en la transduccion de las células
T. Una vez infectadas por los virus recombinantes y transducidas, las

células T comienzan a expresar el receptor quimérico en su superficie.
34,35

Expansion y seleccion de células modificadas: Posterior a la
transduccion, las células CAR-T son cultivadas en condiciones
controladas para favorecer su proliferacion, expandirlas y alcanzar la
cantidad necesaria para su administracion terapéutica. En esta fase de
expansion se optimiza las condiciones para que se produzca el
crecimiento de las células T, con el soporte de citocinas como IL-2, IL-7
y/o IL-15. 38

Infusiéon en el paciente: Una vez alcanzado el numero adecuado de
células CAR-T funcionales, estas son reinfundidas en el paciente. Al
ingresar en el organismo, reconocen y eliminan las células tumorales que
expresan el antigeno diana. 3°

5.3 Estructura y funcionalidad del receptor CAR

El receptor quimérico de antigeno esta compuesto por cuatro dominios
principales: 4°

Dominio de reconocimiento de antigeno: Es encargado de conferir
especificidad hacia un antigeno diana. Se obtienen de las regiones
variables pesada (VH) y ligera (VL) de anticuerpos monoclonales, unidas
por un enlace flexible para formar un fragmento variable de cadena unica
(scFv). 40

Su funcion permite el reconocimiento selectivo del antigeno tumoral de manera
independiente de la presentacion por el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). La afinidad del dominio de unién al antigeno es fundamental, ya que
determina el reconocimiento de los antigenos en las células tumorales, la
induccion de la sefializacion del CAR vy la activacién de los linfocitos T. 34

Region bisagra: Esta region junto con el dominio de reconocimiento de
antigeno, forma el dominio extracelular. Proporciona flexibilidad,
facilitando el acceso al epitopo diana. Su longitud y composicion impactan
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en la expresion, sefalizacion y activacion celular del CAR. %41 |as
bisagras mas utilizadas provienen de CD8, CD28, IgG1 o IgG4. 42

3- Dominio transmembrana: Conecta el scFv con los dominios
intracelulares, proporcionando estabilidad estructural y afectando la
expresion, sefalizacion y formacion de la sinapsis inmunolégica del CAR.
40

Los dominios mas comunes provienen de CD3(, CD4, CD8a y CD28, aunque su
funcion especifica no esta completamente clara. EI dominio transmembrana de
CD3¢ puede potenciar la activacion celular, pero reduce la estabilidad del CAR
en comparacion con CD28. 43

La combinacién del dominio transmembrana con la region bisagra modula la
produccion de citocinas y la muerte celular inducida por activacién. Se sugiere
que una sefalizacion eficiente se logra con la seleccion adecuada del dominio
transmembrana y la regién intracelular, mientras que CD8a o CD28 optimizan la
estabilidad y expresion del CAR. 44

4- Dominios de senalizaciéon intracelular: Los CARs de primera
generacion, que usaban el dominio CD3(, presentaban limitaciones en
cuanto a durabilidad y eficacia. La adicion de sefiales coestimuladoras,
como CD28 o 4-1BB, demostré mejorar la proliferacion y produccion de
IL-2 en modelos de neoplasias de células B, lo que llevé al desarrollo de
CARs de segunda generacion. Estos CARs mejoraron la activacion y
persistencia de las células CAR-T. 3¢ Se crearon CARs de tercera
generacion con dos dominios coestimuladores en serie, que demostraron

First Second Third mejores respuestas en algunos modelos

generstion. - genemton o= tumorales, pero no superaron a los de

Dnigen . segunda generacion en otros. Aunque los
domain CARs con diferentes dominios

Hinge coestimuladores presentan potencial, su

Transmembrane evaluacion en ensayos clinicos aun

Co-stimulatory . r
e contintia. 4345
€b3t CD28 or _
Intracellular 4188 “nolecule2

Suneing c2s, Figura 2. Estructura y generacion de células CAR-T.
oo Imagen obtenida de Uscanga-Palomeque et al. In J
L Molec Sci, (2023)24, Ref

5.4 Limitaciones CAR-T

Aunque varias terapias CAR-T aprobadas han demostrado resultados, los
meétodos in vitro para producir grandes cantidades de células CAR-T son
demasiado complejos para su aplicacion a gran escala en el tratamiento de
pacientes. Debido a la necesidad de equipos especializados y una gran
experiencia técnica, la terapia CAR-T solo esta disponible en unos pocos centros
a nivel mundial. La complejidad de los procedimientos y los altos costos
asociados con la produccion de células CAR-T representan importantes
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obstaculos para su implementacion como tratamiento estandar. 46 Estas son sus
principales limitaciones:

Escape antigénico: Se produce debido a la capacidad de las células
cancerosas de modificar sus antigenos y volverse resistentes a los CAR
dirigidos contra ellos. 2° El escape antigénico es un desafio en la terapia
con ceélulas CAR-T, ya que algunos tumores desarrollan resistencia. Por
ejemplo, en leucemia linfoblastica aguda (ALL), hasta el 70% de los
pacientes recaidos tras CAR-T dirigida a CD19 presentan pérdida de
este antigeno. 4°

Toxicidad: Ademas del dafio en tejidos normales que expresan el mismo
antigeno que el tumor, existen dos sindromes principales asociados a la
toxicidad de las células CAR-T:

- Sindrome de liberacién de citocinas (CRS): Se produce por la
liberacion masiva de citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-10 e
IFN-y. Sus sintomas varian desde fiebre y disnea hasta hipotensién y
fallo organico. 2547

- Neurotoxicidad: Puede manifestarse como encefalopatia,
convulsiones, obnubilacién e incluso muerte. Aunque su fisiopatologia
no esta completamente entendida, se relaciona con el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, permitiendo la entrada
de citoquinas inflamatorias como IFN-y. 4047

El tratamiento de estas toxicidades se basa en cuidados paliativos,
tocilizumab (bloqueador del receptor de IL-6) y esteroides. 47

Naturaleza supresora del microambiente tumoral: En el
microambiente tumoral, diversas células inmunosupresoras pueden
infiltrarse en tumores solidos, incluyendo células supresoras derivadas
de mieloides (MDSCs), macréfagos asociados al tumor (TAMs) y células
T reguladoras (Tregs). Estas células, junto con las tumorales, favorecen
la produccion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que
facilitan la progresion del tumor. Ademas, las vias de puntos de control
inmunolégico, como PD-1 y CTLA-4, pueden reducir la inmunidad
antitumoral. 4°

Uno de los principales motivos de una respuesta débil o nula a la terapia
con CAR-T es la expansion deficiente y la baja persistencia de las células
T, lo que se ha asociado con el agotamiento celular inducido por vias co-
inhibitorias. Por ello, la combinacion de células CAR-T y bloqueo de
puntos de control inmunoldgico se considera una estrategia clave en la
inmunoterapia. 404°
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6. ¢ CoOmo mejora la nanomedicina las limitaciones de la terapia CAR- T?

Los métodos que utilizan vectores virales han demostrado ser herramientas
eficaces y confiables en la terapia génica, ya que permiten una expresion
prolongada del transgén en linfocitos T. Actualmente, se han empleado con éxito
distintos tipos de vectores virales, lentivirus y retrovirus gamma principalmente,
para insertar receptores quiméricos de antigeno en linfocitos T de pacientes. 48

No obstante, su aplicacion clinica se ve limitada por varios factores. Entre ellos
destacan el alto costo y el largo tiempo requerido para su produccién, asi como
ciertos riesgos de seguridad, como la mutagénesis insercional, la posibilidad de
generar virus infecciosos, el silenciamiento transcripcional del transgén y la
expansion clonal no controlada. Ademas, la integracién estable del material
genético en el DNA del paciente requiere sistemas complejos, lo cual puede
comprometer la eficacia del tratamiento y generar toxicidad sistémica,
crecimiento celular anormal e incluso oncogénesis. Ante estas limitaciones, se
han explorado métodos alternativos de transfeccion mas seguros y eficientes. 4°

En este contexto, como alternativa a los vectores virales, se han desarrollado
métodos no virales como la electroporacion de ARNm, que permite una
expresion geénica rapida y transitoria, aunque con limitaciones en la duracion y
cierta toxicidad celular. Para lograr una expresion mas estable, se estan
investigando nanoparticulas biodegradables, como las de poli(B-amino éster)
disefiadas para dirigir ADN especificamente a linfocitos T mediante anticuerpos
y facilitar su transporte activo al nucleo celular. Otras opciones incluyen
nanoparticulas lipidicas y sistemas basados en péptidos y polimeros cationicos,
que ofrecen ventajas en proteccidn y entrega del material genético, aunque
presentan desafios en estabilidad, escalabilidad, inmunogenicidad y costos de
produccion %0

6.1 Generacién de CAR en células T, empleando nanoparticulas

Receptores CAR basados en nanobodies: A diferencia de los CAR
convencionales, que incorporan fragmentos de anticuerpos de cadena ligera y
pesada (scFv) y pueden desencadenar respuestas inmunoldgicas adversas, los
nanobodies son dominios variables de anticuerpos de cadena pesada (VHH) que
se unen de forma especifica a diversos antigenos tumorales, como VEGFR2 o
HER2, presentando una inmunogenicidad significativamente menor. 2°

La aplicacion de la tecnologia CRISPR-Cas9 ha permitido la insercién precisa de
genes que codifican estos nanobodies en sitios especificos del genoma de las
células T, facilitando la generacion de CAR-T con mayor seguridad, especificidad
y un perfil inmunolégico mejorado. °'

Sistema PiggyBac: Es una alternativa eficiente y no viral para la generacion de
células CAR-T. Utiliza un transposon y una transposasa para insertar el gen CAR
en el genoma de linfocitos T, comunmente mediante electroporacion. A
diferencia de los vectores virales, permite una mayor capacidad de insercion con
un menor coste y riesgo de mutagénesis insercional. 52 Esta tecnologia necesita
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de nanoparticulas para poder encapsular y dirigir el fragmento de DNA necesario
para la transduccién controlada.

Estudios recientes han demostrado que CAR-T generadas con PiggyBac
muestran eficacia en leucemias y linfomas, manteniendo una expresion estable
del CAR y un perfil funcional comparable al de terapias virales. 53 Ademas, puede
combinarse con otras nanoparticulas de entrega del CRISPR/Cas9 para realizar
ediciones precisas, ampliando su aplicacion en terapias personalizadas. Su
flexibilidad y seguridad lo convierten en una plataforma prometedora para
escalar la produccion de CAR-T a menor coste y con mayor control genético. 254

Células TRAC: La estrategia de integracion dirigida del transgén en el locus
TRAC (cadena constante alfa del receptor de células T) representa un avance
en la ingenieria de células CAR-T. Este enfoque posibilita una regulaciéon
controlada de la expresion del CAR, lo que resulta en una funcionalidad superior
y en la reduccién del agotamiento de los linfocitos T tanto in vitro como in vivo.

Mediante el uso de CRISPR-Cas9, se ha demostrado que la insercion especifica
de un CAR contra CD19 en el locus TRAC, usando vectores adenoasociados,
mejora notablemente el rendimiento funcional de las células CAR-T frente a las
obtenidas por métodos de transduccion retroviral convencional. 555

Ademas, la utilizacion de nanoparticulas biodegradables especialmente
disefiadas para la entrega eficiente y dirigida del ADN ha cobrado relevancia.
Estas NPs facilitan la transfeccion especifica de células T y promueven el
transporte activo del material genético hacia el nucleo, lo que mejora la eficiencia
y seguridad del proceso de edicion génica para la generacion de células TRAC.%”
Esta estrategia presenta ventajas adicionales:

- Regulacién transcripcional mejorada y reduccion del
agotamiento celular: La integracibn precisa en un sitio
transcripcionalmente activo garantiza una expresion optima del CAR.

- Eliminaciéon del receptor T nativo (TCR/CD3): Al suprimir la
expresion del TCR, se minimiza el riesgo de enfermedad injerto contra
huésped en terapias alogénicas, lo que allana el camino para el
desarrollo de productos CAR-T universales.

- Reducciéon de la mutagénesis insercional: La insercién dirigida
evita la expresion no deseada del CAR en células leucémicas
residuales. °

6.2 Contribuciéon de la nanotecnologia
Aunque aun no es el método predominante, la nanotecnologia puede intervenir
en diversas fases de la generacion de células CAR-T. El objetivo perseguido es

integrar el DNA en el nucleo, programando directamente las células T in vivo,
simplificando el proceso y evitando pasos ex vivo complejos. Su disefio versatil
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facilita la orientacion a multiples receptores celulares, ampliando su aplicabilidad
en tumores heterogéneos y otras enfermedades genéticas. Las ventajas son:

- Transporte de CRISPR-Cas9 y DNA donador:
Se estan desarrollando nanoparticulas lipidicas, poliméricas o
hibridas capaces de empaquetar y transportar de forma eficiente el
complejo Cas9 junto a la guia de RNA y la plantilla de DNA,
dirigiéndolos directamente al nucleo celular. Esta estrategia podria
sustituir la electroporacion, reduciendo asi la toxicidad y protegiendo
el material genético de la degradacién. 58-5°

- Reduccién de la activacién inmune:
Las nanoparticulas disefiadas con criterios especificos pueden evitar
la activacion de los sensores intracelulares de DNA, lo que
disminuye la apoptosis posterior a la transfeccidén y mejora la
viabilidad celular. 5860

En este aspecto, se ha desarrollado un sistema de edicion génica basado en
nanoparticulas, compuesto por un polimero biodegradable (PEG-PC) y un
polimero cationico modificado con colesterol (PEI-CHO), que encapsulan el
plasmido con Cas9. Este sistema protege el DNA de la degradacion por
nucleasas, facilita la internalizacion celular y mejora la eficiencia de la edicion
génica. En comparacion con métodos tradicionales, este enfoque ha demostrado
una mayor biocompatibilidad, retencién tumoral prolongada y capacidad para
silenciar genes especificos tanto in vitro como in vivo.

Aunque las LNPs han demostrado una alta eficiencia en la entrega génica in vivo,
su limitada estabilidad térmica, la necesidad de conservacién a temperaturas
ultrabajas y la variabilidad entre lotes comprometen su aplicabilidad clinica a gran
escala. La estandarizacion de protocolos y la optimizacién de la formulacion
seran determinantes para su futura viabilidad en terapias génicas avanzadas
como CAR-T. 6

6.3 Resumen de los resultados comparados de nanoparticulas frente a
vectores virales en la terapia CAR-T

Los resultados en la tecnologia CART muestran diferencias notables entre el uso
de nanoparticulas y vectores virales en la terapia con células CAR-T,
especialmente en estos aspectos:

1. Eficiencia de transfeccion:
Las nanoparticulas lipidicas y poliméricas no son tan eficientes como los
lentivirus y retrovirus gamma en la integracion del gen CAR en el
genoma de las células T. 6062

2. Toxicidad:
En general, las NP se asocian a niveles menores de toxicidad. Al
encapsular el material genético, estas protegen las células T contra dafios
y reducen la apoptosis posterior a la transfeccion. En contraste, los
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vectores virales pueden inducir mutagénesis por insercion y otros efectos
adversos debido a la integracién aleatoria en el genoma. 4851

3. Activacion inmune:
Las nanoparticulas disefiadas de forma optima tienen la capacidad de
evadir la activacion de sensores intracelulares de DNA. Por su parte, los
vectores virales pueden estimular respuestas inmunitarias debido a la
presencia de secuencias y proteinas virales residuales. 5163

4. Escalabilidad:
Desde el punto de vista de la produccion, las NP ofrecen una plataforma
mas rentable y escalable para la generacion de células CAR-T. Su
fabricacion es mas sencilla y menos costosa en comparacion con la
produccion de vectores virales, que requiere cumplir con estrictas
condiciones de buenas practicas de manufactura. 2

Esta imagen ilustra NP PEGiladas y su capacidad de evasion de las respuestas
inflamatorias. Las LNPs presentan una inmunogenicidad reducida y protegen el
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eficiencia de las NP lipidicas.
Imagen obtenida de Khawar MB et al. J Nanobiotech. (2024), 22 Ref: %4

7. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo, se ha efectuado una revision exhaustiva
de la literatura cientifica utilizando bases de datos académicas como PubMed o
UpToDate. Los criterios de busqueda han incluido términos como “nanomedicine
and CAR-T”, “nanoparticles and gene delivery”, “non-viral vectors and cell
therapy”, y “nanotechnology and T cell engineering”. Se han priorizado articulos
revisados, estudios recientes y ensayos clinicos relevantes. También se han
consultado documentos regulatorios de agencias como la FDA.

Se han incluido publicaciones que abordaran el uso de nanomateriales para la
entrega de material genético en células T, con especial énfasis en su aplicaciéon
en terapias CAR-T. Se han excluido estudios enfocados unicamente en terapias
convencionales sin implicacion nanotecnoldégica o aquellos que no
proporcionaban resultados experimentales concluyentes.

17



Se han comparado diferentes estrategias de administracion genética (viral vs no
viral) en el contexto de la generacion de células CAR-T, evaluando parametros
como eficiencia de edicion, toxicidad, respuesta inmunitaria, escalabilidad y
costes de produccion. Asimismo, se han revisado enfoques que integran
CRISPR/Cas9 con nanoparticulas para una edicion mas precisa.

Las referencias bibliograficas utilizadas en este trabajo han sido gestionadas por
el gestor bibliografico Mendeley y citadas siguiendo el estilo de referencia Nature,
el cual es ampliamente utilizado en publicaciones cientificas y se basa en la
numeracioén consecutiva de las citas en el texto, con los detalles completos de
cada fuente listados en la seccion de bibliografia al final del trabajo.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta revisidon bibliografica, se ha demostrado que la nhanomedicina cumple
con los objetivos previamente establecidos en el desarrollo de terapias celulares,
especificamente en el contexto de las células CAR-T.

Los estudios revisados confirman que el uso de nanomateriales para la
transduccion génica de linfocitos T supera las limitaciones de los vectores virales,
logrando una entrega mas precisa y controlada del material genético, lo que
reduce los riesgos de mutagénesis e inmunogenicidad. Ademas, se ha
comprobado que algunos sistemas basados en nanomateriales mejoran la
eficiencia de la produccion de células CAR-T optimizando los costos y tiempos
de fabricacion, consiguiendo la encapsulacion de moléculas grandes de DNA,
mejorando estabilidad de los cargos transportados y su direccionamiento.

Aunque los resultados son prometedores, es necesario continuar con la
investigacion para resolver desafios relacionados con la biocompatibilidad y la
optimizacién de los nanosistemas para su aplicacién clinica.

9. CONCLUSIONES

- La nanomedicina ofrece sistemas de entrega no virales, como las
nanoparticulas, que facilitan la transduccion génica y la expresién de proteinas
CARs de manera mas segura. Estos sistemas reducen la mutagénesis
insercional, minimizan los altos costos de la produccion viral y mejoran la
reproducibilidad de la tecnologia de traduccidn.

- La combinacién de nanotecnologia con herramientas como CRISPR-Cas9 o
sistemas como el PiggyBac, facilita una edicion dirigida y controlada del genoma,
permitiendo integrar el CAR en locus especificos, o que mejora la regulacion de
su expresion y reduce el agotamiento de los linfocitos T.

- La nanomedicina no solo actia a nivel celular, sino también en el
microambiente tumoral, al permitir la entrega selectiva de inmunomoduladores
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que potencian la respuesta inmunitaria y favorecen la actividad antitumoral de
las terapias celulares.

- Gracias a su versatilidad, escalabilidad y bajo coste, las estrategias basadas
en nanotecnologia facilitan el desarrollo de productos celulares personalizados,
universales y econdmicos, acercando las terapias CAR-T a un mayor numero de
pacientes.
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