Terapia CAR-T y citometria espectral:

El nuevo horizonte del monitoreo inmune

El tratamiento del cancer ha evolucionado
significativamente en las JUltimas décadas
gracias al desarrollo de multiples estrategias
terapéuticas. Tradicionalmente, la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia han constituido
los pilares fundamentales del manejo
oncoldgico. Mas recientemente, los avances en
biologia molecular e inmunologia han impulsado
el desarrollo de inmunoterapias (como
anticuerpos monoclonales, células dendriticas,
vacunas antitumorales e inmunoterapia celular)
(1), capaces de actuar de manera mas
especifica sobre las células tumorales.

Estas innovaciones han permitido mejorar la
supervivencia y la calidad de vida de muchos
pacientes, especialmente de aquellos con
enfermedades hematolégicas y  tumores
refractarios a los tratamientos convencionales.

Figura 1. Evolucion de las estrategias terapéuticas contra el céncer. Elaboracion
propia.

Dentro de esta nueva era de la medicina de
precision, las terapias con células CAR-T
(Chimeric Antigen Receptor T Cells) representan
uno de los avances mas disruptivos en
oncologia. Mediante la modificacion genética de
los linfocitos T del propio paciente para
reconocer y eliminar células tumorales
especificas, esta estrategia ha transformado el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas como
la leucemia linfoblastica aguda de células B, los
linfomas B agresivos y el mieloma multiple.

Han transcurrido varias décadas antes de que la
terapia con células CAR-T pudiera utilizarse con
éxito en ensayos clinicos. La primera
generaciéon de estas células tenia como
objetivo permitir que expresaran en su
superficie un receptor quimérico de antigeno
(CAR), capaz de reconocer de forma selectiva
una proteina especifica presente en las células
cancerosas.

Posteriormente, la segunda y la tercera
generacion fueron disefladas para mejorar su
actividad y prolongar su supervivencia en el
organismo. La cuarta generacion incorporé la
capacidad de secretar citocinas que estimulan
el sistema inmunitario y potencian la respuesta
antitumoral.

Actualmente, la quinta generacidon de células
CAR-T, aun en desarrollo, contempla la
incorporacion de técnicas de edicidon genética,
como CRISPR, para mejorar su precision y
especificidad, asi como otras estrategias
biolégicas que permitan a estas células
responder a multiples sefales del
microambiente tumoral (2).

Este proceso de fabricacién de las células CAR-
T se realiza, en la mayoria de los casos, de
forma autéloga, utilizando los linfocitos T del
propio paciente, y consta de seis etapas clave:

Figura 2. Proceso de fabricacion de las células CAR-T. Elaboracion propia.
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1. Leucoféresis (recolecciéon de células)

Mediante una maquina de aféresis se separan
los globulos blancos (incluidos los linfocitos T)
del resto de la sangre. Los demas componentes

sanguineos, como los glébulos rojos, las
plaquetas y el plasma, se devuelven al paciente
durante el mismo procedimiento. La cosecha
celular obtenida se congela y se envia a un
laboratorio especializado en terapia celular.

2.Seleccioén y activacioén celular

Una vez en la planta de manufactura, las células
se descongelan y se purifican para aislar
especificamente los linfocitos T, utilizando
marcadores como CD3, CD4 y CD8. Debido a
que los linfocitos T de los pacientes con cancer
suelen encontrarse "agotados" o inactivos
funcionalmente, se estimulan in vitro mediante
anticuerpos especificos, frecuentemente unidos
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a perlas magnéticas, con el fin de inducir su
proliferacion y prepararlos para recibir el nuevo
material genético.

3. Transduccion genética (el "redisefio")

Etapa central de la bioingenieria. Para que el
linfocito T sea capaz de reconocer el tumor, se
introduce en su interior el gen que codifica el
receptor quimérico de antigeno (CAR).

e En la mayoria de los casos, este proceso se
realiza mediante un vector viral modificado
(Lentivirus o retrovirus) que ha sido inactivado
para evitar que cause enfermedad.

e El virus actia como un "caballo de Troya™
ingresa al linfocito T e inserta el gen del CAR
en el ADN celular. A partir de ese momento,
la célula comienza a sintetizar y expresar
este nuevo receptor artificial en la superficie
celular.
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Figura 3. Flujo de trabajo y técnicas para el monitoreo inmunoldgico en la terapia con células CAR-T. (A) Descripcion general del proceso de la terapia con células CAR-T,
que comienza con la leucoaféresis para recolectar células T, seguida de la transduccidn y expansion ex vivo para crear células CAR-T y, finalmente, la infusién al paciente.
Las caracteristicas clave evaluadas en cada etapa incluyen la composicion de las subpoblaciones de células T en la aféresis, la calidad y eficacia del producto de células
CAR-T y el monitoreo inmunolégico posterior a la infusién, que considera variables especificas del paciente, como las poblaciones residuales de células T, la carga tumoral
y los factores del microambiente. Tomado de Pagliuca.S, et al. (2025). (3).
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4. Expansion ex vivo

Las células que ya expresan el CAR se cultivan
en biorreactores con medios de cultivo
optimizados y factores de crecimiento, como la
interleucina-2 (IL-2). El objetivo es promover su
multiplicacion exponencial hasta obtener miles
de millones de células CAR-T.

5. Control de calidad y criopreservacioén

Antes de su liberacidn, el lote de células CAR-T
se somete a rigurosos controles de calidad, en
los que se evaluan parametros como la pureza
celular y la eficiencia de transduccién, es decir,
el porcentaje de células que expresan
correctamente el receptor CAR en su
membrana. Una vez aprobado, el producto se
vuelve a congelar mediante criopreservacion
para garantizar su transporte seguro de regreso
al centro hospitalario.

6. Infusién al paciente

Mientras las células se producen en el
laboratorio, el paciente suele recibir un régimen
de  quimioterapia de baja intensidad
(linfodeplecion) con el objetivo de "hacer
espacio" en su sistema inmunitario y favorecer
la expansion de las células CAR-T. Finalmente,
las células se descongelan y se administran
mediante una infusidn intravenosa, listas para
proliferar en el organismo y destruir las células
tumorales.

En la Figura 3 se presenta una descripcion
general del proceso de terapia con células
CAR-T, que comienza con la leucoféresis para la
recoleccion de linfocitos T del paciente,
seguida de la transduccién genética y la
expansioén ex vivo para generar las células CAR-
Ty finalmente, la infusién al paciente (3).

Al tratarse de un medicamento vivo capaz de
expandirse, persistir y evolucionar dentro del
organismo, uno de los mayores desafios
actuales consiste en comprender por qué
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algunos pacientes logran respuestas duraderas,
mientras que otros presentan recaidas o
desarrollan toxicidades severas, como el
sindrome de liberacién de citocinas (CRS) o la
neurotoxicidad asociada a células efectoras
inmunes (ICANS). El seguimiento de las células
CAR-T plantea nuevos retos clinicos y analiticos
que requieren herramientas de monitoreo cada
vez mas sofisticadas (4).
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Figura 4. Monitoreo analitico de las células CAR-T. Elaboracién propia.

Ademas de los controles de calidad estandar,
como la evaluacion de las propiedades
fisicoquimicas, el conteo y la viabilidad celular,
entre otros, Pagliuca et al. (2025) realizaron una
encuesta con el objetivo de conocer las
practicas actuales para la monitorizacion de las
células CAR-T.

Los resultados mostraron que el 63% de los
protocolos, tanto en el ambito clinico como en
investigacion, emplean ensayos de citometria
de flujo, mientras que los métodos basados en
PCR son utilizados con menor frecuencia (28%).
Los autores sefalan que la preferencia por la
citometria de flujo podria atribuirse a la
disponibilidad comercial de reactivos, la
posibilidad de caracterizar diversos subtipos de
células CAR-T y un menor tiempo de respuesta.
No obstante, consideran que la combinacién de
estas técnicas con otras metodologias, como la
transcriptomica, la  epigendmica y la
metaboldmica, podria ofrecer una visiéon mas
amplia del panorama inmunoldgico antes vy
después de la infusidon de estas células.
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Figura 3. Graphic Abstract. High-dimensional temporal mapping of CAR T cells reveals phenotypic and functional remodeling during manufacturing. Molecular Therapy.

Tomado de Cadinanos-Garai A, et al. (2025). (5).

Sumado a las ventajas de la citometria de flujo
anteriormente mencionadas, hoy en dia la
citometria de flujo espectral de espectro
completo (Full Spectrum Profiling, FSP) ofrece
la posibilidad de disefiar paneles de anticuerpos
robustos que permiten realizar, en un solo tubo,
una caracterizacion multidimensional profunda.
Esta tecnologia no solo permite el conteo
celular y la determinacién de la viabilidad, sino
también la evaluacién del fenotipo de diferentes
poblaciones celulares, como los linfocitos T
CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ y las células NK
CD56+, identificando:
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o Estados de diferenciacion celular.

e Marcadores de activacion.

e Marcadores de agotamiento (exhaustion).

o Capacidad proliferativa.

e Subpoblaciones de memoria inmunoldgica,
entre otros.

Ademas, permite determinar y cuantificar tanto
las células CAR-T como la poblacién de células
neopléasicas del paciente (4,5).

En estudios recientes, Odak | et al. (2024),
como Cadinamos-Garai, A et al (2025). utilizaron




han utilizado

plataformas de citometria
espectral  Cytek® junto con  paneles
multiparamétricos de mas de 30 colores. El
primer grupo empled esta estrategia para
proporcionar una vision integral de la evolucion
fenotipica de las células CAR-T desde la
muestra del donante, pasando por las etapas de
activacion, transduccion, expansion y
evaluacion funcional. Sus resultados
demostraron que los productos obtenidos
durante las etapas tempranas de expansion
conservaban una mayor proporcion de células
con caracteristicas de memoria y mayor
potencial proliferativo, mientras que los cultivos
prolongados generaban poblaciones mas
diferenciadas y terminales (6).

Por su parte, el segundo grupo de investigacion
utilizé esta tecnologia para identificar firmas
inmunoldgicas presentes en el producto CAR-T
(tisagenlecleucel, una terapia CAR-T indicada
para leucemia linfobldstica aguda de células By
linfomas no Hodgkin, como el linfoma B difuso
de célula grande) asociadas con el desarrollo
posterior de neurotoxicidad (ICANS) en
pacientes tratados con este medicamento (5).

Estos y otros trabajos publicados durante los
ultimos aflos han evidenciado que la transicion
de la citometria convencional a la citometria de
flujo espectral amplia significativamente las
posibilidades de estudio de las poblaciones
celulares, tanto en la investigacion como en el
seguimiento clinico. Gracias al empleo de
paneles de alta dimensidn, es posible analizar
simultaneamente multiples parametros
biolégicos en una unica muestra, permitiendo
evaluar:

¢ |dentificacion y linaje: CD3, CD4, CD8, CD45

y CD56 (células NK/NK-like).
o Caracterizacién CAR: expresion del receptor

CCR7, CD95, CD27 y CD28, permitiendo
resolver subpoblaciones de linfocitos desde
fenotipos naive hasta células efectoras
terminales.

e Estado funcional y citotoxicidad: niveles
intracelulares de perforina y granzima B,
junto con marcadores de activacion como
CD25 y CD69.

e Perfil metabdlico: monitoreo del estado
energético celular mediante GLUT1, GAPDH,
CD36 e HIF-1a.

e Agotamiento y senescencia: expresion
coordinada de PD-1, TIM-3, LAG-3 y CD57.

Finalmente, puede afirmarse que, aunque estos
hallazgos aun requieren validacién en cohortes
de mayor tamafio, sugieren que la
caracterizacion profunda de las células CAR-T
podria convertirse en una herramienta predictiva
para la seguridad clinica.

Si bien todavia no existe un protocolo universal
para el monitoreo de estas terapias mediante
citometria de flujo, la citometria espectral esta
redefiniendo su seguimiento. Ya no se trata
unicamente de detectar la presencia de células
modificadas, sino de comprender su
comportamiento  biolégico, su capacidad
funcional y su relacion con la respuesta clinica y
el desarrollo de toxicidades.

A medida que se establezcan protocolos
estandarizados y paneles mas robustos, esta
tecnologia continuard consolidandose como
una herramienta clave para avanzar hacia una
inmunoterapia mas  precisa, segura Yy
personalizada.

Si es de su interés conocer acerca de las
soluciones que ofrece Biosciences SAS, en
cuanto al portafolio de Citometria de Flujo; lo

CAR (por ejemplo, CD19 CAR-T o BCMA invitamos a escribir al correo
CAR-T de Immunostep). eproductoi@biosciences.com.co.
e Diferenciaciéon 'y maduraciéon: CD45RA,
. @\
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